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‘O ser humano vivencia a si mesmo e seus pensamemos co
algo separado do universo - huma espécie de ilusdoicke ot
de sua consciéncia. Essa ilusdo € uma espécie de prigdo qu
nos restringe a Nnossos desejos pessoais, conceitos ©tao a
por pessoas proximas. Nossa principal tarefa € nos lwoar
dessa prisdo, ampliando o nosso circulo de compaixa@, p
gue ele abranja todos os seres vivos e toda a naturezaa&m s
beleza. Ninguém conseguira alcancar esse objetivo
completamente, mas lutar pela sua realizacéo ja € pagte d
nossa libertacdo e o alicerce de nossa seguranca intérior.
(Albert Einstein, 1950)
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RESUMO

FERREIRA, Leticia Bergo Coelho, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2013. Bioquimica do plasma seminal e efeito do edta adicionado ao meio de
congelamento do sémen de cdo domeéstidOrientador: Tarcizio Antbnio Rego de
Paula.

Um dos principais fatores deletérios, inerentes ao processo de congelamento de sémen
canino, é a grande quantidade de lesdes de membranas espermaticas observada ao
descongelamento. O congelamento indulesestabilizacdo das membranas celulares e
alteracdes na conformacédo de receptores e canais ibnicos, promovendo influxo de célcio
para o citosol, aumentando a chance de ocorrer prematuramente a reacdo acrossomal
(RA), o que pode inviabilizar a fertilizacdo do ovocito. O calcio é reconhecido como o
principal agente indutor da RA em espermatozoides de mamiferos. Nao existem relatos
recentes sobre meios de congelamento de sémen de cdo que contenham concentragbes
de célcio preventivas a RA prematura. Os objetivos deste estudo foram avaliar
guantitativamente a concentracdo dos cations calcio, sodio e potassio e da enzima
fosfatase alcalinaas fracGes dos ejaculados de cées e também testar o efeito da reducéo
da quantidade de calcio no meio de congelamento utilizando o EDTA como quelante.
Utilizou-se ejaculados de trés cdes mesticos, coletando em separado a fracdo rica em
espermatozoides (FR) e a fracdo prostatica (FP). Ambas foram avaliadas por
espectrofotometria para afericdo das concentracdes dos cations e da FA, assim como 0s
meios de congelamento utilizados. O sémen fresco foi avaliado por meio de testes
classicos (vigor, motilidade, hiposmoético e morfologia espermética) e o restante foi
dividido em trés aliguotas para diluicio em meio base de congelamento tris-citrato-
gema de ovo com glicerol e equex, meio basico contendo 0,1% de EDTA e meio basico
contendo 0,25% de EDTA. O cation estudado que se apresentou mais abundante no
plasma seminal foi o sédio, seguido pelo potassio e o célcio, tanto na FR quanto na FP,
ndo havendo diferenca entre as concentracbes em awfragbes (p >0,05). A FA

obtida na FR foi maior que a obtida na FP (p<0,05). Observou-se elevada concentracao
de calcio no meio base de congelamento, a qual foi reduzida nos tratamentos com
EDTA (p<0,05). Houve efeitos deletérios em todos os parametros analisados no sémen
descongelado em comparagdo com o sémen fresco (vigor, motilidade, integridade de
membrana plasmatica e morfologia). N&do foi observada diferenca na avaliacdo de lesdes

nas membranas plasmatica e acrossomal com uso de sondas fluorescentes entre os



meios com diferentes concentracdes de EDTA (p>0,05). Embora o uso de EDTA tenha
reduzido o calcio extracelular, a concentracdo deste cation permaneceu alta em
comparagdo com sua concentracao original no plasma seminal, fator que pode ser
responsavel pela ndo reducdo de lesdes de membrana acrossomal nos tratamentos com
EDTA. Por outro lado o EDTA nao apresentou efeito deletério sobre os

espermatozoides de acordo com os parametros avaliados.
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ABSTRACT

FERREIRA, Leticia Bergo Coelho, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2013. Biochemical of the seminal plasm and edta efect added to the freezing
medium of the domestic dog semedviser: Tarcizio Anténio Rego de Paula.

One of the main deleterious factors inherent to the process of canine semen freezing is
the large amount of sperm membranes lesions observed in the thawing. The freezing
induce some destabilization of cell membrane and changes in the conformation between
membrane receptors and ionic channels, promoting the calcium influx and increasing
the probability of a premature acrosome reaction (AR), that invalidate the fertilizantion
of the oocyte. The calcium is the principal inducing agent of thenARtro, and there

is not recent reports about the biochemical composition of the seminal plasm and about
the calcium levels that prevent the premature AR in the frozen of the domestic dog
semen too. This study aimed to evaluate the alkaline phosphatase and cationic
composition in seminal plasma of the fractions of dog ejaculateglaodest the effects

of calcium amount reducing in freezing medium using the EDTA as a chelating agent.
The semen was collected from three half-breed dogs. The sperm-rich fraction (SRF) and
the prostatic fraction (PF) were separately collected. Both samples were evaluated by
spectrophotometry, measuring the concentrations of calcium, sodium, potassium,
alkaline phosphatase (AP), and the freezing medium. The fresh semen was evaluated by
classical tests (strength, progressive motility, morphology, and membrane integrity).
The remainder was divided into three aliquots that were diluted in a freezing medium
based on tris-citrate-egg yolk, glycerol and equex with different concentrations of
EDTA. The first treatment did not contain EDTA, treatment 2 contained 0.1% EDTA
and the third, 0.25%. The most abundant cation in seminal plasma of these dogs was
sodium, followed by potassium and calcium, respectively, both in SRF and in PF,
without significant difference between the concentrations of these ions in both fractions.
The AP obtained in SRF was significantly higher (p <0.000001) than that obtained in
PF. There was a high concentration of calcium in the freezing medium based, that was
significantly reduced in the treatments with EDTA. Deleterious effects were observed in
all analyzed parameters in thawed semen compared with fresh semen (pregressiv
motility, morphology, and membrane integrity). With the use of fluorescent probes, we
did not note significant difference in the percentage of the plasmatic membranes e

acrosomal membranes injured among the treatments with different EDTA



Vi

concentrations. The extracellular medium has high calcium concentration, and despite
the EDTA had significantly reduced the extracellular calcium in those treatments that it
was added, there was not acrosomal membrane injury reduction in these treatments.
This may have been caused because the concentration of this cation still remained high
in comparision with its concentration in the original seminal plasma. We note too that
the EDTA did not presentatkleterious effects on the spermatozoa inside the evaluated

parameters.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de pesquisas em fisiologia reprodutiva e de técnicas de
reproducdo assistida para carnivoros busca o aprimoramento de protocolos que
melhorem as taxas de concepcdo e possibilitem intercambio genético entre individuos
distantes geograficamente. O desenvolvimento de protocolos eficazes de
criopreservacdo de sémen de cao pode auxiliar no melhoramento de ragas e prover
aproveitamento maximo do potencial reprodutivo de animais padreadores (Messias,
2000). O peculiar processo de selecao do cao doméstico levou a grande heterogeneidade
morfolégica, comportamental e a algumas variagcbes reprodutivas entre racas
(Honeycutt, 2010). O processo de melhoramento genético no céo difere muito do
realizado em outras espécies domésticas: a melhora reprodutiva e produtiva € pouco ou
nada considerada nos programas de melhoramento de racas caninas.

Esta espécie apresenta ciclo reprodutivo com algumas peculiaridades, as quais
dificultam o manejo reprodutivo (Farstad, 2000). As técnicas de reproducdo assistida
em cdes podem ser usadas como modelo para o desenvolvimento de técnicas de
reproducdo assistida para espécies de carnivoros silvestres (Farstad, 2000; Gatodrowe
al., 2000; Paula, 2011).

Desde o0 processo de espermatogénese até a ligagdo com a zona pellucida dos
ovocitos, 0s espermatozoides passam por alguns importantes processos visando permitir
que a fertilizacdo aconteca. Durante o transporte e armazenamento no epididimo, eles
sofrem maturacdo funcional e ao entrarem em contato com 0s 0rgdos genitais
femininos, eles passam por um processo denominado capacitacdo que 0s torma aptos
se ligarem a zona pellcida do gameta feminino e sofrer reacdo acrossémica (RA) (Witte
& Schéafer-Somi, 2007; Gadella, 2008). A reacdo acrossomal € um evento de exocitose,
extremamente regulado e dependente dos eventos que ocorrem na capacitacao
(Breitbart, 2002). Ap6s a ligacdo com a zona pellucida, a membrana externa do
acrossoma se funde a membrana plasmatica, liberando o conteddo de forma irreversivel
(Breitbart, 2002; De Blast al, 2005; Witte & Schafer-Somi, 2007; Costiaal,, 2010).

Este processo é extremamente dependente do influxo Je(Spaingin & Breitbart,
1996; Brewiset al, 2001; Breitbart, 2002; Witte & Schéafer-Somi, 2007).

A inseminacao artificial (IA) utilizando sémen fresco e resfriado é amplamente

utilizada em reproducéo de cao e apresenta bons resultados. Entretanto, estudos testando

IA com sémen descongelado ndo apresentaram resultados satisfatérios (Farstad, 1984;



Linde-Forsberg & Forsberg, 1989; Linde-Forsberg & Forsberg, 1993; Silva, 1995; Silva

et al, 1996). Apesar dos bons resultados observados em IA com sémen fresco e
resfriado, estas op¢cbes nem sempre sdo viaveis devido ao curto tempo de conservacgao,
como alternativa 0 sémen congelado pode ser armazenado por periodo de tempo
indeterminado.

Para se melhorar o processo de congelamento de espermatozoides, deve-se levar
em consideracdo que todas as etapas do processamento podem alterar a arquitetura das
suas membranas, e dessa forma, influenciar a viabilidade e capacidade de fertilizacao
(Gadella, 2008). Dentre os danos inerentes ao congelamento, pode-se destacar o choque
térmico, a cristalizacéo e dissolucao de cristais de gelo e a exposi¢do da célula a estresse
osmotico, devido a exposicdo a diferentes concentracdes de solutos (Oettlé, 1986
Amman & Pickett, 1987; Watson, 2000; Cunha, 2002). Além disso, a desestabilizac&o
da membrana pode estimular uma RA prematura. O mecanismo deste estimulo ndo esta
bem elucidado, mas sabe-se que a alteracdo na conformacdo de receptores e canais
ibnicos modifica o padréo de influxo de célcio para a célula.

Diluidores de sémen para congelamento podem reduzir as lesdes oriugdas do
fatores estressantes aos espermatozoides durante as oscilagbes térmicas. Entretanto,
nenhum dos componentes dos diluidores mais comumente utilizados em congelamento
de sémen de cdes minimiza a incidéncia de RA prematura. Considerando-se que o célcio
€ um importante mediador deste procegstydos foram conduzidos em caprinos,
bovinos e ovinos testando o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) como quelante
(Leeet al, 1996, Aiseret al, 2000; Cunha & Lopes, 2005; Bittencoettal, 2008)

Essa substancia reduz a disponibilidade de céalcio no meio extracelular, diminuindo seu
influxo para o citosol, 0 que minimiza a incidéncia de reacdo acrossomal prematura
(Amanné& Pickett, 1987).

O ejaculado é composto por espermatozoides e plasma seminal, sendo este
composto por diversas substancias, dentre elas monossacarideos, enzimas e ions, a
exemplo do calcio. A importancia de alguns destes componentes para a fertilidade é
discutida, mas sabe-se que algumas substancias estdo relacionadas a inibicdo da
capacitacdo, bem como enzimas e proteinas que atuam durante o transporte nos 6rgaos
genitais da fémea (Souza, 200Além destas, algumas substancias funcionam como
marcadores seminais, as quais podem predizer a fertilidade dos animais e indicar a
origem de fragdes do ejaculado (Souza, 2010). Existem poucos estudos recentes sobre a

composicao e funcdo dos elementos bioquimicos do ejaculado canino.



2. REVISAO DE LITERATURA

Existem evidéncias que o surgimento da espg@aigs familiarisocorreu devido a
selecdo humana dos individuos da espécie antecessora com habilidades Uteis as
comunidades primitivas. Evidéncias baseadas em analises filogenéticas com marcadores
de DNA apontam o lobo cinzentGanis lupuscomo ancestral do cdo domestico (Vila
et al, 1997; Johnstoet al.,2001; Shellinget al, 2005; Honeycutt, 2010). Existe cerca
de 98% de compatibilidade entre 0 DNA mitocondrial de caes e |a@sss( lupu®
(Galibertet al, 2011)

Os céaes sao elementos cada vez mais importantes na construcéo de identidades na
sociedade contemporanea (Dal-Fag@04). Eles exercem fun¢des que o ser humano
ndo € capaz de exercer e que ndo ha tecnologia que simule, incrementam grupos
familiares e movimentam certa parcela da economia mundial. Segundo a Associag&o
Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacdo (ABINPET), o
faturamento com o setor “PET”, no Brasil, j& ocupa o segundo lugar mundial, perdendo
apenas para os EUA. O setor movimentou R$ 12,2 bilhdes em 2011 e R$ 13,6 bilhdes
em 2012 (ABINPET, 2012). Segundo a pesquisa Euromonitor, existem quase 20
milhdes de cées de pequeno porte domiciliados no Brasil, sendo o pais que apresenta
maior populacdo de capser capitano mundo (Bradley & King, 2012).

A grande variacdo morfolégica e comportamental existente nessa espécie nao €
observada em outra conhecida, dentre as teorias explicativas para tal, algumas
controversas, Verginelét al. (2005)e Honeycutt (2010) sugerem multiplas origens de
cées provenientes de diferentes unidades populacionais de lobos, aliadas a ocorréncia de
retrocruzamentos continuos entre caes e lobos subsequentes a domesticagfal(Vila
1997). As habilidades caninas foram selecionadas pelo ser humano de forma a originar
racas especializadas nas mais diversas fungBes auxiliares. Atualmente, a principal
atividade delegada aos cées é a de animal de companhia, e além desta, seu emprego vai
desde operacdes policiais para resolucdo de crises, até a terapia para pessoas doentes
(Anderline & Anderline, 2007; Do Valle, 2009). J& existem cerca de 400 racas de cées
reconhecidas por entidades internacionais regulamentadoras, cdmerican Kennel
Club, a Société Central Canineu aFédération Cynologique Internaciona{&alibert
et al, 2011).

O peculiar processo de selecdo do cao doméstico levou a grande heterogeneidade

morfologica, comportamental e a algumas variacdes reprodutivas significativas entre



racas. Para fixacdo de determinadas caracteristicas desejadas, ainda muito se utiliza de
cruzamentos endogamicos, nos quais se acasalam individuos aparentados entre si. Neste
processo ha tendéncia de fixacéo aleatoria de alelos, favoraveis ou ndo, em alguns locos
0 que aumenta o aparecimento de genes recessivos (LegpaheB000; Bredaet al,

2004). Por isso, muitas ragas caninas possuem alta incidéncia de problemas ou doencas
hereditarias e conformacdes fisicas que podem resultar em inaptidao, reducdo do bem
estar e até dor (Rooney & Sargan, 2008

O aperfeicoamento das técnicas de biotecnologia reprodutiva € de grande
interesse, devido a possibilidade de selecao e intercambio genético entre reprodutores de
cada raca que ndo sejam aparentados, diminuindo a incidéncia de caracteristicas
deletérias. Para o uso bem sucedido de biotecnologias em reproducdo no ca®, estudo
considerando caracteristicas raciais sdo necessarios, além da propagacdo deste
conhecimento e de novas tecnologias (Swanson & Brown, 2004). Em bovinos, essas
técnicas ajudam a reduzir taxas de endogamia, o que € favoravel para a viabilidade de
racas raras, reduzindo a incidéncia de genes deletérios, e reduzindo o risco de extincédo
destas Bredaet al, 2004) A diversidade genética dentro das espécies domésticas esta
refletida na variedade de tipos e racas que existem e na variacao preseotdedeada
uma, sendo que a perda de um Unico tipo ou raca compromete 0 acesso a seus genes e
combinacdes genéticas Unicas (Egital, 2002).

O processo de melhoramento genético no cdo difere muito do melhoramento
realizado em outras espécies domésticas, principalmente no caso de espécies com
potencial de exploracdo zootécnica, como, por exemplo, bovinos, suinos e caprinos.
Nestas espécies, 0 melhoramento genético das racas leva em consideracao a selecao de
caracteristicas reprodutivas e produtivas, que sde&taicids para a otimizagdo da
eficiéncia econbmica do reban(feereiraet al, 2000). Caracteristicas reprodutivas nao
sao facilmente fixadas, pois possuem baixas estimativas de herdabilidade, sao de dificil
mensuracdo e a resposta € obtida apds algumas, ou varias, geracdes, fatores que
dificultam o melhoramento reprodutivo (Shiotsekal, 2009).

No campo da pesquisa reprodutiva, o cdo doméstico possui grande valor devido a
proximidade entre ele e algumas espécies de canideos silvestres. A conservacdo da
biodiversidadein situ representa um grande desafio em funcdo do elevado nivel de
perturbacdes antropogénicas nos ecossistemas naturais (Viana & Tabanez, 1996). Os
carnivoros, juntamente com os primatas, s&o as ordens que possuem maior proporgao de

espécies ameacadas no Brasil. As principais causas da reducdo da populacdo de



carnivoros sao a grande pressao de caca, devido a predacdo incidental de animais
domésticos e a reducdo do seu habitat natural (Chiatedlg 2010).

Protocolos que permitam a troca de material genético entre populagfes da mesma
espécie representam uma chance de aumentar a variabilidade genética, e,
consequentemente, reduzir a possibilidade destes animais serem extintos. Mas a
pesquisa reprodutiva com animais selvagens é de dificil conducéo pela dificuldade de se
obter amostras, devido ao numero reduzido de animais disponiveis e por se tratarem de
animais ferais (Csermak, 2011). Técnicas de biotecnologia reprodutiva desenvolvidas
para caes podem ser utilizadas como modelo experimental para outras espécies de
canideos selvagens (Farstad, 2000; Goodedvaé&, 2000; Paula, 2011).

Os caes apresentam ciclo reprodutivo com algumas peculiaridades, as quais
dificultam o manejo reprodutivo da espécie. Cadelas sdo monoéstricas e ndo sazonais,
com excecdo da raca Basenji, na qual as fémeas apresentam estro apenas no outono
(Farstad, 2000)As cadelas possuem ciclo longo, que se caracteriza por um longo
periodo de anestro, que dura cerca de cinco meses. O ciclo se repete a cada 6-7 meses
na maioria das fémeas, havendo excecfes de intervalo entre estros (Coratannon
al.,1989 Martins, 2003). Os ovdcitos, na cadela, sdo liberados num estado ainda
imaturo (ovocito primario), por isso ndo podem ser fertilizados de imediato, levam em
média 48 horas para maturarem e permanecem viaveis na tuba uterina pairtms
dias (Phemisteet al, 1973; Farstad, 2000; Martins, 2003). A deteccdo do momento
ideal para a inseminacdo pode ser feita por varios parametros morfolégicos,
comportamentais e principalmente fisiolégicos como a concentragdo da progesterona
sérica e a colpocitologia vaginal (Concaneoal, 1989 Thomasseret al, 2006).

Os espermatozoides sdo produzidos nos tubulos seminiferos dos testiculos de
mamiferos por meio de um processo complexo e extremamente regulado, denominado
espermatogénese. Ao fim deste processo, eles sdo liberados no lumen dos tubulos, e,
apesar de ja conterem toda maquinaria necessaria, ainda ndo estdo aptos a fecundar um
ovécito (Sirivaidyaponget al, 2001; Marengo, 2007; Mendonca, 2010). Para isso eles
precisam passar pelo processo de maturacdo, que ocorre durante seu transporte
amazenamento pelo epididimo (Orgebin-Crist, 1969). No cdo, os espermatozoides
levam cerca de 62 dias desde o inicio do processo até sua completa maturacdo (Ettinger
& Feldman, 2010).

O epididimo é dividido em segmento inicial, cabeca, corpo e cauda. Todas essas

areas fornecem suporte aos espermatozoides e removem células degeneradas. Além



disso, cada uma possui funcdes especificas no processo de maturacdo e armazenamento
(Chandleret al, 1981; Marengo, 2007). O segmento inicial concentra 0 sémen; na
cabeca, no corpo e na cauda ocorre a maturacéo funcional dos espermatozoides, sendo
gue, na ultima, eles passam mais tempo e sofrem a maturacdo final. Por fim, séo
armazenados na cauda em quiescéncia até a préoxima ejaculacdo, para que nao
desperdicem energia (Marengo, 2007).

Durante a maturacdo, algumas proteinas oriundas do epitélio do epididimo se
ligam a membrana plasmatica dos espermatozoides para exercer fun¢cdes nos 6rgao
genitais da fémea (Marengo, 2007; Souza, 2007). Algumas delas se ligam a proteinas e
receptores de membrana, mudando sua conformacéo e sensibilidade a fatores indutores
da reacéo acrossomica (Sirivaidyapen@l, 2001; Marengo, 2007). Apesar de estarem
moveis e maduros quando séo liberados da uretra , os espermatozoides estdo incapazes
de fecundar o ovécito (Hewitt & England, 1998; Breitbart, 2002). Para tal, eles
precisam passar por um processo denominado capacitacdo, que os tornard aptos a sofrer
reacdo acrossdmica e se ligar a zona pellcida do gameta feminino (Gadella, 2008)
Ainda ndo se sabe definir o momento marco para identificar o inicio deste processo
(Breitbart, 2002), mas sabe-se que os fluidos folicular e da tuba uterina possuem grande
influéncia na inducdo da capacitacdo quando os espermatozoides entram em contato
com as secrecdes genitais femas(lYanagimachi, 1969). Inicialmente ocorre aumento
intracelular de ions calcio, bicarbonato e peroxido de hidrogénio nos espermatozoides, o
que ativa a producdo de AMPc (Witte & Schéafer-Somi, 2007). Ocorrem alteracdes na
conformacdo das membranas plasmatica, na regido da cabeca dos espermatozoides, e
acrossomal, a fluidez da membrana aumenta, bem como sua permeabilidade, h& efluxo
de colesterol e fosforilacdo da proteina tirosina (Yanagimachi, 1969; Breitbart, 2002).
Quando sofrem capacitacéo, o padrdo de motilidade € alterado, na forma de aumento na
taxa de batimento dos flagelos, fenbmeno designado hiperativacdo (Yanagimachi, 1969
Ponglowhapaet al, 2004).

Apoés capacitado, o espermatozoide esta apto a realizar a rea¢do across@mal que
extremamente regulada e dependente dos eventos que ocorrem na capacitacdo
(Breitbart, 2002; Witte & Schafer-Somi, 2007). O acrossomo é um grande granulo que
recobre o nucleo do espermatozoide madaontendo enzimas hidroliticas. Apds a
ligagdo com a zona pellcida, a membrana externa do acrossoma se funde a membrana
plasmatica, liberando o contetdo de forma irreversivel (Breitbart, 2002; DetBihs
2005; Witte & Schéafer-Somi, 2007; Costhal, 2010). Espermatozoides capacitados de



caoin vitro sdo induzidos a sofrer reacdo acrossomal quando incubados com proteinas
da zona pellcida e com progesterona (Bretvad., 2001).

Nas membranas plasmatica e acrossomal de espermatozoides de algumas espécies
de mamiferos, foi identificado um complexo proteico denominado SNARE (dsfuble
ethylmaleimide-sensitive fator), o qual faz parte do processo de fusdo de membranas
que resulta na exocitose de células secretoras em Der&léset al, 2005;Gadella,

2008. Para realizar a fusdo de membranas, o SNARE passa por reorganizagéo
conformacional e estrutural que desencadeara a exocitose do conteudo acrossémico,
sendo que influxo de calcio para a cabeca do espermatozoide é fator essencial para
ativacdo deste complex®e Blaset al, 2005).Portanto, a reacdo acrossomal € um
evento secretério dependente dé'C&pungin & Breitbart, 1996; Brewist al, 2001;
Breitbart, 2002; Witte & Schafer-Somi, 200®, fisiologicamente, € iniciado pelo
contato de um receptor de membrana do espermatozoide com a ZP3, um agonista
estimulante presente na zona pelicida do ovécito (Florman, 1994; Witte & Schéfer-
Somi, 2007).

Uma cascata de eventos promove o aumento da concentracdo de célcio no citosol
dos espermatozoidesds a ligacdo com a zona pellcida. Inicialmente ocorre a abertura
de canais catibnicos pouco seletivos, 0 que despolariza a membrana e aumenta o pH
intracelular, isso estimula a abertura de canais de célcio, voltagem-sensiveis, além de
promover a mobilizacdo de estoques intracelulares de calcio, os quais podem ser
detectados no acrossoma e mitocéndrias (Breitbart, 2002; Witte & Schafer-Somi, 2007)
Existem bombas de célcio ATP dependentes nas membranas plasméatica e acrossomal
com funcdo de trocar 3Ni€&*, para retirar célcio do citosol. Quando o
espermatozoide sofre capacitacdo, essas bombas sédo ativadas e promovem a reducéo da
concentracdo citoplasmatica de célcio e aumento do calcio na vesicula acrossomal e
liguido extracelular (Breitbart, 2002). Quando estimulado pela zona pellcida, ha
mobilizacdo dos reservatérios de célcio intracelulares e um canal de calcio presente na
membrana externa do acrossoma é ativado e transfere parte destes cations para o citosol
(Witte & Schafer-Somi, 2007).

Os processos descritos anteriormente foram observados na maioria das espécies
de mamiferos ja estudadas, mas poucos testes foram realizados com espermatozoides de
cdo. Brewiset al (2001) descrevem que o calcio possui um papel diferente na

estimulacdo da reacdo acrossomal no espermatozoide canino. Aparentemente ele nao



possui reservas intracelulares de célcio significativas, diferentemente de
espermatozoides humanos.

A inseminacao artificial utilizando sémen fresco ou resfriado € amplamente
utilizada na reproducdo canina e, uma vez comparada a monta natural, tem por
vantagens evitar o transporte de animais, e todo o risco e dispéndio inerente a isso, além
de minimizar o risco de transmissdo de doencas venéreas (Villaverde, 2007). Além
disso, possibilita a reproducéo de animais com dificuldade em realizar o coito, devido a
problemas anatdbmicos ou comportamentais e caracteristicas raciais. Porém, o0s
resultados de gestacdes oriundas de inseminacdes com sémen descongelado ndo sao
satisfatorios (Farstad, 1984; Linde-Forsberg & Forsberg, 1989; Linde-Forsberg &
Forsberg, 1993; Silva, 1995; Silea al, 1996). Roteet al (1998) obtiveram boa taxa
de concepcédo (84%) em cadelas inseminadas com sémen descongelado, mas o niumero
de filhotes foi reduzido quando comparado com cadelas submetidas a monta natural.
Espermatozoides frescos de cdo permanecem viaveis no trato reprodutivo da cadela por
cerca de seis dias, ja espermatozoides descongeladosmesgshilidade reduzida, por
isso os resultados de IA utilizando sémen descongelado séo inferiores (Watson, 2000;
Mendonca, 2010). Tsutswt al (1989) mostraram que 0s espermatozoides caninos
frescos podem chegar a tuba uterina 2 minutos apds serem depositados na vagina.

Apesar dos bons resultados observados em IA com sémen fresco e resfriado, estas
opcBes nem sempre sao viaveis devido ao curto tempo de conservacao. Foi relatado que
o sémen diluido e resfriado a temperatura proxim&agrde a capacidade fertilizante
apos 72 horas (Gunzel & Krause, 1986; Messias, 2000) e o sémen fresco diluido
mantido a temperatura ambiente pode apresentar motilidade progressiva por no maximo
32 horas (Bartlett, 1962). O sémen congelado pode ser armazenado por periodo de
tempo indeterminado e transportado com seguranca, se armazenado de forma adequada,
deste modo pode-se prolongar o potencial reprodutivo de machos (Messias, 2000; Silva
et al, 2005). En alguns paises, nos quaientrada de animais é extremamente restrita,

a importacao do sémen para IA pode ser uma alternativa para contornar estas limitacoes
(Johnstoret al, 2001; Kutzler, 2005).

Os espermatozoides estdo predispostos, desde o momento da coleta, a um
importante processo estressante que é o choque térmico (Watson, 2000). Ele induz
alteracbes na membrana celular, que levam a desestabilizacdo de proteinas e lipideos,
que podem acarretar alteracdo no fluxo de ions (Schacketahn1981; Breitbart &

Spungin, 1997). A manutencdo do sémen em baixas temperaturas reduz a taxa



metabolica espermatica, aumentando a longevidade das células (Linde-Forsberg, 1995)
Porém, o processo de congelamento inclui varias etapas criticas que sdo danosas para 0s
espermatozoides, causando lesbes celulares e danos funcionais, muitas vezes
irreversiveis (Oettlé, 1986).

Danos inerentes ao congelamento e descongelamento podem ocorrer devido a
formacao e dissolugéo de cristais de gelo nos meios extracelular e intracelular. Isso
significa que o congelamento r4pido do espermatozoide ndo permite grandes alteractes
no volume de agua intracelular, o que possibilita a formacao de cristais de gelo, os quais
podem causar danos a membrana celular (Cunha, 2002). Por outro lado, protocolos de
congelamento lento promovem o congelamento progressivo da agua do liquido
extracelular, 0 que aumenta provisoriamente a concentracdo de solutos. Durante certo
periodo o meio extracelular fica hipertdnico, o que pode causar desidratacéo celular por
osmose, com efeitos deletérios graves, fendmeno conhecido como “efeito soluto”

(Amman & Pickett, 1987).

A adicdo de crioprotetores ao meio de congelamento, a exemplo do glicerol,
permite a estabilizacdo dos dois principais efeitos deletérios deste processo: a formacgao
de cristais lesivos e o efeito soluto. Entretanto podem causar alteracbes osmaoticas
desfavoraveis e possuem potencial toxico devido a capacidade de atravessar membranas
celulares (McLaughlin, 1992; Ga al, 1993).0Osdanos causados aos espermatozoides
durante o congelamento, como a reducdo da motilidade e as lesbes de membranas
citoplasmatica e acrossomal, provocam reducdo na capacidade de atravessar a zona
pellcida (Messias, 2000). O sémen canino apresenta correlagdo positiva entre fertilidade
e integridade acrossomal, o que reflete uma qualidade decrescente em amosgas fresc
diluidase descongeladas (Fromanal., 1984).

Neste sentido, os meios diluentes utilizados para a congelamento de sémen devem
apresentar caracteristicas de protecao a motilidade e a fertilidade dos espermatozoides
durante o periodo de estocagem, prover substrato energético e prevenir efeitos deletérios
de mudancas no pH e osmolaridade (Chirieéal, 2006). O meio que apresenta
melhores resultados para a conservacdo de sémen de cdo domeéstico € o Tris-Citrato
acrescido de gema de ovo e glicerol (Rodrigues & Rodrigues, 1998; Rotg, 1998
Messias, 2000; Bueret al, 2001; Soarest al, 2002; Silva, 2007).

O tris (Tris-hidroximetil-aminometano) atua como tampéao iénico bipolar em pH
entre 7,0 e 9,0 (McPhail & Goodman, 1984). Ele remove os i6émsadduzidos pelo

metabolismo dos espermatozoides, evitando que o meio fique acido e inadequado para a
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viabilidade das células, e reduz o metabolismo de frutose pelos espermatozoides,
preservando sua energia (Rodrigues, 1997; Silva, 2007). O acido citrico € um &cido
inorganico fraco que contribui para a preservacao do espermatozoide, atuando como
tampéao, como antioxidante e no mecanismo de respiracdo celular (Silva, 2005).

A gema de ovo € amplamente utilizada como agente estabilizador da membrana
plasmatica, protegendo-a contra o choque térmico (Watson, 1990; Holt, 2000; é&uvoni
al., 2003; Meloet al, 2005). Meios contendo gema de ovo preservam a qualidade
espermatica provavelmente devido a sua acéo colwidaleio e a uma lipoproteina de
baixa densidade (LDP)omponente da gema, que adere as membranas celulares
durante todo o processamento, 0 mecanismo exato desta acdo ainda néo foi elucidado
(Watson, 1979lguer-Ouada & Verstegen, 2001; Silva, 2P0Js detergentesbase de
SDS (dodecil sulfato de sédio), Equex STM PasteOrvus ES Pastesao utilizados
com resultados positivos, acredita-se que dissolvam as lipoproteinas da gema de ovo,
aumentando seu potencial de penetracdo na membrana plasmética e, consequentemente
sua acdo crioprotetora, mas o mecanismo de acao desta substancia nao esta esclarecido
(Holt, 2000; Penatal., 2003).

Nos o6rgdos genitais femininos alteracfes espermaticas oriundas do processo
fisiologico de capacitacdo sdo essenciais para que ocorra a fertilizacdo dos ovdcitos,
porém, a ocorréncia de reagdo acrossdmica (RA) anterior ao contato com a zona
pelucida é prejudicial. Ou seja, as alteracdes decorrentes da RA precoce inviabilizam o
espermatozoide de fertilizar o ovécito, embora ele ainda possa estar movel, apresentar
alto indice de atividade mitocondrial e ser capaz de se ligar a zona peltcida (Oettlé,
1986; Rota, 1998; Eilts, 2005; Cunha & Lopes, 2005

Espermatozoides descongelados apresentam grandes indices de lesdes
acrossomais, que se assemelham ao processo de reacdo do acrossoma (Mahi &
Yanagimachi, 1978). A criopreservagao do sémen estimula a capacitacdo prematura dos
espermatozoides e facilita a ocorréncia da reagéo acrossomal (Cormier & Bailey, 2003).
Embora o mecanismo que leve a esta criocapacitacdo espermatica ndo seja bem
elucidado, os processos de resfriamento e, em maior escala, congelamento, promovem
alteracdes na fluidez e na seletividade da membrana plasmatica, e também diminuem
taxa de metabolismo celular bem como a capacidade de regular a entrada e saida de ions
de célcio, fatores desencadeadores da(RAcLaughlinet al, 1994 Bailey et al,

200Q Szaszet al, 2000). Rotaet al (1998) avaliaram a integridade acrossémica apés
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criopreservacao e notaram que cerca de 45% dos espermatozoides possuiam algum tipo
de alteracdo secundaria, representando diferentes estagios de lesdo acrossomal.

Sabe-se que o0 célcio € um dos principais moduladores dos processos de
capacitacdo e reacao acrossomal que ocorrem fisiologicamente. Existem indicios de
envolvimento significativo do influxo de célcio e da mobilizacdo de reservatérios extra
e intracelulares também na criocapacitacdo e RA prematura (Hewitt & England, 1998;
Szészet al, 2000; Alhaider & Watson, 2009). Fracdes de ejaculados de cdes foram
testadas por Szasz (1997), submetendo-as a diferentes concentracdes de ions calcio no
meio e utilizando calcio ionoforo. Concentracdes de calcio extracelular acima de
100uM/L apresentaram significativo aumento de ocorréncia de reagdo acrossomal
quando comparadas as amostras tratadas comMA0 (Szaszet al, 1997). Hewitt &

England (1998) obtiveram maior incidéncia de espermatozoides capacitados e com
perda do acrossoma em amostras incubadas com calcio ionéforo, quando comparadas
com amostras mantidas nas mesmas condigcdes sem o célcio ionoforo. Apesar disso,
existem relatos de que, ao contrario de outras espécies, 0s espermatozoides de cées a
fresco podem sobreviver longos periodos com altas concentracdes de calcio no citosol
(Alhaider & Watson, 2009).

Uma opgdo para reduzir a incidéncia precoce de RA em espermatozoides
criopreservados € reduzir a disponibilidade de calcio ionizado no meio de diluicdo, o
gue pode ser alcancado adicionando uma substancia quelante de calcio no meio de
congelamento. Alguns testes foram conduzidos com o acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) exercendo esta funcdo no congelamento de sémen caprino, ovino, bovino e
bubalino (Leeet al, 1996; Aiseret al, 2000; Cunha & Lopes, 2005; Bittencoattal.,

2008). O EDTA incorpora o calcio por meio das ligacdes bivalentes do oxigénio
existentes em sua estrutura, fechando-o numa cadeia heterociclica, esta reacéo € do tipo
quelacdo, sendo o quelato de célcio o produto resultante. Nesse sentido, o EDTA
indisponibiliza o calcio no meio extracelular, diminuindo seu influxo para o citosol, o
gue minimiza a incidéncia de reag¢do acrossomal prematura (Amann & Pickett, 1987).
Aisen et al (2000) obteveram maiores porcentagens de espermatozoides de carneiro
com acrossoma integro pds descongelamento em meio contendo EDTA, porém também
observaram queda significativa na motilidade quando essa substancia foi adicionada
sem o uso do dissacarideo trealose.

O ejaculado é composto por espermatozoides e plasma seminal, o qual, em cées,

caracteriza-se por secrecdes dos ductos ejaculatorios e da prostata, Unica glandula
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sexual acessoria consideravel nesta espécie (Souza, 2007; Cunha, 2008). O céo ejacula
em trés fragOes, sendo a segunda rica em espermatozoides e as demais compostas por
liguido prostético. Existem suposi¢cdes de que a primeira fracdo tenha funcéo de limpar

a uretra para a passagem dos espermatozoides, e a terceira de empurrar a fragdo rica em
espermatozoides através da ceérvix (England, 1992). Estudos avaliando os componentes
do plasma seminal demonstraram que ele possui diversos fatores relacionados a inibi¢cao
da capacitagdo, conhecidos como fatores de decapacitagdo (Souza, 2007). Também
possui substancias chamadas marcadores seminais, as quais podem predizer a fertilidade
dos animais e indicar a origem de fracdes do ejaculado (Souza, 2010).

A funcéo destas secre¢fes no processo de fertilizacdo ainda € discutida. Estudos
questionam sua necessidade no processo de fertilizacdo, pois em todas as espécies
testadas, os espermatozoides do epididimo sdo capazes de fertilizar o ovécito, ou seja,
sem contato com o produto de secrecdo destas glandulas (Garner & Hafez, 2004).
Algumas pesquisas mostraram que o fluido seminal de cdo pode apresentar efeito
deletério aos espermatozoides quando incubados juntos (England & Allen, 1990;
England, 1992), porém, adicionando fluido prostatico ao sémen descongelado,
observouse melhores taxas de fertilidade que no sémen diluido em TALP (No6#tling
al., 2005).

De acordo com Wales & White (1968)Jameset al. (1979) o sédio € o cétion
mais abundante em todas a trés fracbes do sémen de céo. Ele geralmente ocorre em
associacdo com o cloreto, sendo que a concentracdo de cloreto de sodio € semelhante a
da solucdo salina. O potassio é o segundo cation mais abundante e possui menor
concentracdo no fluido prostatico que na fracdo rica em espermatozoides (Wales &
White, 1965).Van Gestelet al. (2007) identificaram um suposto canal dé ho
complexo da regido de ligacdo com a ZP, na cabeca do espermatozoide, o qual pode
estar envolvido no influxo de célcio. Este cation é descrito como provavel auxiliar da
ligacdo da cabeca do espermatozoide com a zona pelicida (Mahi & Yanagimachi,
1978). No segmento inicial do epididimo ha reabsorcdo de agua secundariamente a
reabsorcéo ativa de ions potassio (Marengo, 2007).

O calcio, conhecidamente regulador de processos fisioldgicos, € um elemento
essencial em todas as células vivas, inclusive nos espermatozoidesefvebng001).

Como dito anteriormente ele possui papel crucial na reacdo acrossémica e parece
influenciar na motilidade espermatica, a depender da sua fase de maturacdo. Porém,

edudos com sémen humano apontam resultados controversos relacionados a
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concentracdo de calcio extracelular e motilidade espermatica (Marabnl1978; Hong

et al, 1984 Prien et al, 1990; Wonget al, 200). Foi registrada quantidade
significativa de célcio na prostata, glandula vesicular e epididimos humanos €iVong

al., 2001). A mobilizacdo das reservas intracelulares de calcio aumenta a concentracéo
dessa substancia no citosol e pode induzir reacdo acrossémica tanto em espermatozoides
capacitados quanto em ndo capacitados, mas, para tal se faz necessariga gheesen
Cc&* também no meio extracelular (PublicogeBarratt, 1999).

A fosfatase alcalina (FA) € uma enzima de desfosforilacdo com atividade em
varios tecidos: 0ssos, figado, rins, intestinos, pulmdes e placenta (Turner & McDonnell,
2003). Além disso, é encontrada nos 6rgdos reprodutivos de mamiferos e acredita-se
que ela possua funcdo em reacdes glicoliticas e producdo de frutose nos
espermatozoides (Turner & McDonnell, 2003). Ela pode ser utilizada como um
indicador que o fluido epididimario esta presente na amostra, ou seja, a principal fonte
de FA, em todo o aparelho reprodutor masculino do cdo, é a cauda do epididimo
(Frenetteet al, 1986). Em amostras de sémen de caes, as maiores concentra¢des de FA
estdo associadas a fracdo rica em espermatozoides, enquanto a secrecdo de origem
prostatica apresenta concentracdo baixa (Johnson, 2010). Azoospermia associada a
baixa concentracdo da FA pode indicar uma obstrucéo bilateral distal aos epididimos,
ou que a ejaculacéo pode ter sido incompleta. Enquanto azoospermia associada a uma
elevada atividade da FA indica falha na producdo esperméatica ou obstrucéo bilateral na

rede testicular (Johnson, 2010).
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Mensurar a composi¢cdo dos principais céations (sédio, potassio e calcio) e da
enzima fosfatase alcalina em diferentes fracdes do sémen de cées. Avaliar o efeito do
EDTA, como quelante de calcio, quando adicionado ao meio de congelamento de
sémen.

3.2 Objetivos especificos

-Estabelecer as concentraces médias dos catidn&Na C&" e da enzima fosfatase

alcalina, no plasma seminal nas diferentes fragdes do ejaculado canino.
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-Quantificar, a partir do uso de sondas fluorescentes, os efeitos deletérios do
congelamento sobre as membranas plasmatica e acrossomal dos espermatozoides.
-Verificar a eficiéncia do efeito quelante de diferentes concentragbes de EDTA sobre a
concentracdo de calcio no meio de congelamento.

-Avaliar se a ocorréncia de lesbes acrossomais em espermatozoides de cédo pode ser
reduzida quando a concentracdo de calcio no meio extracelular diminui.

-Verificar a existéncia de efeito deletério do EDTA sobre os espermatozoides.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e coletas

Foram utilizados trés cdes machos adultos, sem raca definida, oriundos do canil
municipal de Vigosa. Obtev@& um total de dez coletas, sendo trés em dois animais e
quatro em um. Utilizou-se um periodo de descanso entre dois e cinco dias entre coletas
para cada cdo. O sémen foi coletado por estimulagcdo manual do pénis, em tubo plastico
com base conica de 15 mL, graduado e transpariEiter®), este era mantido em
banho-marieem recipiente de plastico transparente contendo ag@gfC, acoplado a
um funil de plastico.

A primeira e a segunda fracbes do sémen foram coletadas juntas, correspondendo
a fracao rica em espermatozoides (FR). Padronizou-se o volume coletado desta fracédo a
um volume maximo de 2,5 mL. Apds o descarte do excedente da FR, a terceira fracao,
ou fracdo prostatica (FP), foi coletada separadamente e reservada. Apos a coleta, a
fracdo rica em espermatozoides foi mantida em banho-maria a 37°C durante todo o

processamento.

4.2 Padronizacao da concentracéo e avaliagdo do sémen fresco

Imediatamente ap0s a coleta, retirou-se 50uL da fracdo rica em espermatozoides
para diluicdo em um tubo plastico de 1,5rependor®) contendo 200uL de solucdo
fixadora karnovsky(paraformaldeido 4% adicionado de gluteraldeido 4% em tampéao
fosfato 0,1M pH 7,4), aquecido a 37°C, para avaliacdo da morfologia espermatica. Para
tal, foram contabilizadas 100 células, em aumento de 1000X, em microscopio de

contraste de fase, e classificadas, de acordo com as alteragbes morfologicas
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preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998), em defeitos
maiores e menores.

Em seguida, 1mL de FR foi diluido em 1mL de meio de manutencdo composto
por tris, acido citrico, glicose, gema de ovo e amicacina (Anexo I). Uma aliquota de
8uL do sémen diluido foi destinada a analise de vigor e motilidade espermatica, em uma
lamina sobreposta por laminula, em microscoépio de luz em aumento de 400X. O vigor
foi classificado em uma escala de 0 a 5, sendo 0 imobilidade e 5 maior intensidade de
movimento. A motilidade foi estimada a partir do porcentual de espermatozoides
moveis.

Uma aliqguota de [ foi novamente diluida em tubo plastico de 1,5mL
(eppendo®) contendo 49pL de agua destilada na propor¢cdo 1:100 e, apds
homogeneizacéao, utilizou-se uma camardNdabauerpara o célculo da concentracéo
espermatica. Ap6s aferida a concentracdo, padronizou-se a amostra para £00 x 10
espermatozoides moveis/mL por diluicio em meio Tris-citrato-gema de ovo, para tal
considerou-se, para o calculo final da concentracdo, o porcentual de motilidade
espermatica registrada para a amostra.

Para o teste hiposmotico (HOST), retirou-sel2@o sémen diluido, que foi
adicionado a um tubo plastico de 1,5mapgendo®) contendo 250uL de solugdo de
sacarose, a 150 mOsmol./kg (Cunha, 2008). Essa solucao foi incubada por 30 minutos a
37°C e posteriormente fixada com pD de solugadarnovskypara posterior avaliacao
em microscopio de contraste de fase. No teste hiposmoético, foram contados 100
espermatozoides, classificados em duas populacdes: cauda alterada (englobando caudas
enroladas, dobradas, fortemente enroladas e fortemente dobradas) e cauda normal,
indicando membrana plasmatica integra ou lesada, respectivamente (Kumi-diaka, 1993).
O resultado final foi subtraido do niumero de espermatozoides com caudas alteradas

patologicas, obtido pela avaliagdo da morfologia.

4.3 Congelamento e avaliacdo do sémen descongelado

Para cada ejaculado, o sémen previamente padronizado para a concentracdo de 100 x
10° espermatozoides/mL, a partir de diluicio em meio de manutencéo, foi divido em
trés tratamentos. Assim, aliquotas foram diluidas a volumes iguais (1:1 v/v) do meio
base de congelamento, composto por Tris Citrato, gema de ovo 20%, glicerol 12% e
Equex (STM Pasf§ a 1%, sendo que ao tratamento 2 foi acrescido 0,2% e ao
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tratamento 3, 0,5% de EDTA (Sigma, E6511) como descrito no Anexo |,
correspondendo, deste modo, a concentracdes finais de 8@spEdmatozoides/mL: e

- Tratamento 1: Tris-citrato-gema de ovo, 6% de glicerol e 0,5% de Equex;

- Tratamento 2: Tris-citrato-gema de ovo, 6% de glicerol e 0,5% de Equex, 0,1%
EDTA;

- Tratamento 3: Tris-citrato-gema de ovo, 6% de glicerol e 0,5% de Equex a 0,25%
EDTA.

O sémen diluido de cada tratamento foi envasado em palhetas francesas de
0,25mL, identificadas de acordo com o animal, data e concentracdo de EDTA. As
palhetas foram submetidas a uma taxa de resfriamento que ahgpés uma hora.

Para isto, as palhetas foram acondicionadas em tubo de ensaio rosqueado, imerso em
um frasco de vidro com 500 ml de 4gua &C3&nvolto por gelo e agua na altura de 13

cm, dentro de caixa isotérmica fechada. ApoOs esta etapa, a temperatura foi mantida a
4°C por mais uma hora, denominado tempo de equilibrio. Apés o tempo de equilibrio,
as palhetas foram congeladas em vapor de nitrogénio liquido. Para tal, foi utilizado um
suporte para a manutencdo das palhetas a uma altura de 10 cm, sol&minade

3cm de nitrogénio liquido em caixa isotérmica por 15 minutos. Em seguida, as palhetas
foram mergulhadasm nitrogénio liquido e estocadas em botijdo de criopreservacdo
(Deco-Souzet al., 2013).

Apds uma semana, as amostras foram descongeladas por imersdo em &Qua a 37
durante 7 segundos e acondicionadas em tubo plastico de leppendo®), em
banho-maria também a ®7. As amostras de cada tratamento foram awasigdanto
ao vigor, motilidade, morfologia espermatie@o niumero de células reativas ao teste

hiposmotico, seguindo os procedimentos realizados para avaliacdo do sémen fresco.

4.4 Teste de integridade de membrana plasmatica e acrossomal

Para o teste de integridade de membrana plasmatica e acrossomal utilizou-se
coloracdo com sondas fluorescentes. As sondas utilizadas foram: Hoechst 33342
(Molecular Probes H1399: 100mg) indicando membrana plasmatica integra, lodeto de
Propidio (Sigma P4170) como indicador de membrana plasmatica lesada e Fit-C PSA
(Sigma L0770) indicando membrana acrossomal lesada.

Para determinacdo de integridade da membrana plasméatica e membrana

acrossdmica adaptou-se o protocolo de Csermak Jr (2011). Em um tubo plastico ambar
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de 1,5mL éppendo®) adicionou-se 8QL de sémen descongelado, 200de Hbechst

e apos 10 minutos de incubacédo a 37°C adicionoupded® lodeto de Propidio e 100

uL de Fit-C PSA (Anexo Il). Ap6s 3 minutos de incubacgédo a 37°C montou-se a lamina
com uma gota do sémen corado sob laminula e avaliou-se imediataemnte
microscopio de epifluorescéncia equipado com filtro de excitacdo (365 nm) e filtro de
barreira (410 nm) no aumento de 1000 vezes. Contou-se 100 células em cada
tratamento, as quais foram divididas em quatro populagfes: membranas plasmatica e
acrossomal integras (lI), membrana plasmatica integra e acrossomal lesada (IL),
membrana plasmatica lesada e acrossomal integra (LI) e membranas plasmatica e

acrossomal lesadas (LL) (Tabela 1).

Tabela 1 - PopulagcBes de espermatozoides identificadas pela associacdo das
sondas Hoescht, IP e Fit®PSA

Populacdes Hoescht IP  FitC
Membrana plasmética e membrana acrossomal integras (Il) + - -
Membrana plasmética integra e membrana acrossomal lesade + - +
Membrana plasmética lesada e acrossomal integra (LI) - + -
Membrana plasmética lesada membrana acrossomal lesada (L - + +

Hoescht: Hoescht 33342; IP: lodeto de propideo; FitC: Isotiocianato de fluoresceina
conjugaddPisum sativungadaptado de Csermak Jr, 2011)

4.5. Teste de termorresisténra

Apos o descongelamento, uma aliquota do sémen foi colocada em tubo plastico
de 1,5mL éppendo®) e mantida em banho-maria a 37°C por duas horas, para
realizacdo do teste de termorresisténcia. Em intervalos de 15 minutos a amostra era
homogeneizada e dela retirada uma aliquota de 10uL e colocada em lamina sob
laminula para andlise do vigor e da motilidade espermatica em microscopio de luz em
aumento de 400X.

4.6 Mensuracao da composicdo bioquimica

Imediatamente apdés cada coleta de sémen, amostras da fracdo rica em
espermatozoides (FR) e da fracdo prostéatica (FP) foram encaminhadas ao Laboratorio
Clinico do Departamento de Veterinaria da UFV para mensuracéo das concentracdes de

cd*, Na', K* e fosfatase alcalina. Para tal foi retirada uma aliquota da FP, precedida de
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homogeneizacéo, e a FR foi centrifugada a 2400 RPM por 10 minutos, sendo utilizada
uma aliquota do sobrenadante.

O célcio foi mensurado por equipamento de espectrofotometria E-2250%Gelm
370 nandmetros, utilizando o reagente de calcio In¥it® sédio e o potassio
mensurados em um espectrofotdmetro de chama B462 (MiyoAdbsfatase alcalina
foi mensurada pelo analisador semiautomético de parametros bioquimicos BIO-300
(BioClin®), utilizando o kit InVitr&®. Devido a elevada concentracdo desta enzima no

sémen, a amostra foi pré-diluida a 1:100 em solucéo salina 0,9% para a afericéo.

4.7 Andlise estatistica

Utilizou-se o teste de Lillifors para verificar distribuicdo normal ou ndo das
variaveis. A homogeneidade das variancias foi avaliada por meio do teste de Cochran e
Bartlett. Para as variaveis que preencheram as premissas para avaliagcdo paramétrica, foi
utilizado o teste Duncan a 5% de significAncia para a comparacdo das médias entre 0s
tratamentos do sémen descongelado ou entre os trés animais. Para comparacéo entre
dois tratamentos (FR e FP) utilizou-se o testéDB.dados que ndo atenderam as
premissas de normalidade e/ou homogeneidade foram avaliados pelo teste nao
paramétrico de Wilcoxon ou Kruskal Wallis a 5% de significancia, a depender do
namero de tratamentos testados. As analises foram realizadas utilizando o software
SAEG 9.1 (2007).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os parametros vigor, motilidade, morfologia espermatica e teste hiposmotico,
obtidos no sémen fresco dos trés caes, utilsaas médias individus para calcular
uma média geral destes animais como caracterizacdo do sémen fresco do grupo
utilizado neste experimento (tabela 2). Apesarddtectada diferenca entre animais
(p<0,05), foi utilizada média geral para comparacéo dos parametros avaliados a fresco e
apos o descongelamento do sémen. Muitos trabalhos que avaliam a qualidade semina
da espécie canina utilizam o agrupamento de sémen de diferentes aninpais|sede
forma a padronizar variagfes individuais (Retaal, 1995; Pefat al, 1998; Pefia e
Lind-Foresberg, 2000; Santesal, 2003; Martins-Bessat al, 2006).
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Tabela 2: Vigor, Motilidade, Morfologia espermatica e Teste hiposmotico do
sémen fresco de céo.

Cao1l Céo 2 Céo 3 Geral
Vigor- (1-5) 4,5+ 0 4 +0,5® 3,33+ 0,29" 4+0,58
Motilidade- (%) 95+ 02 88,33+289 8667+57F 90,5+4,97
Pjﬁgﬂ'};g 30+7,8F°  4433+7,23% 21,33+9% 31,7+11,94

Defeitos maiores (%) 5,5+ 4,2° 12,33+6,66 067118 6,1+6,24

Defeitos menores (%) 425 +10,6 32 +6,08 20,67 +£10,5 25,6 +9,62

Hiposmoticer

: 68,75 + 8,46 51,7+8,96° 77,33+10,28 68,5+ 16,19
(% reativas)

Valores referentes as médiadesvio padrdes.

» Médias seguidas por letras subscritas diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Kruskal-wallis

~ Médias seguidas por letras subscritas diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Duncan

A concentracdo de alguns cations{C&la e K) e da enzima fosfatase alcalina
(FA) estdo dispostas em médias individuaa tabela 3 para a fracdo rica em
espermatozoides (FR), e tabela 4 para a fracdo prostatica, e uma média geral para cada
elemento mensurado, para posterior comparacao entre as fracbes do ejacélado est
apresentada na tabela 5. Além disso, foram mensuradas as concentragfes dessas
substancias no meio base de congelamento (sem EDTA) para comparacdo com as
médias obtidas nos ejaculados dos caes, os resultados estdo expostos na tabela 5.

Os elementos bioquimicos do plasma seminal de cdo e suas concentracfes
normais e patologicas sdo pouco estudados, alguns deles possuem importancia no
diagnéstico de patologias do aparelho reprodutor, como por exemplo, a fosfatase
alcalina. Considera-se que a fracdo do ejaculado oriunda do epididimo contém
concentracdo de FA superior a 5000 UI/L, ja nos ejaculados oriundos da préstata deve-
se observar valores inferiores (Johnson, 2010; Kustritz, 2010). No presente trabalho, a
concentracdo média de FA na fragdo rica em espermatozoides, foi marcadamente
superior a observada na fracdo prostética (tabela 5), resultado compativel com o estudo
de Frenettet al. (1986), que descreveu a presenca de alta concentracéo de FA no fluido
oriundo do epididimo de cdes quando comparado com o fluido oriundo da préstata. Na

avaliacao individual dos animais, foi observado diferenca significativa na atividade da
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FA do céo 1, apenas nos valores obtidos na FR, sendo esta variacdo aproximadamente
trés vezes superior aos demais, indicando influéncia de fatores individuais na
concentracdo dessa enzima no ejaculado de cédes. A média de FA na FP do cao 2 foi
maior que a descrita por Johnson, 2010 e Kustritz, 2010, o que indica que ambas as
fracbes do sémen (rica em espermatozoides e prostatica) podem sofrer variacdes
individuais.

A FA pertence a um grupo de enzimas relativamente inespecificas que catalisam a
hidrolise de fosfomonoésteres em pH alcalino, ela possui atividade em varios tecidos de
mamiferos, sendo encontrada, principalmente, no figado e ossos (Motta, 2000). Sabe-se
que ela estd envolvida na mineralizagdo da matriz 6ssea e do esmalte dentério,
diretamente relacionada a atividade osteobléastica (Vieira, 1999). Apesar de presente em
alta concentracdo no fluido seminal de mamiferos sua funcdo para a fertdidade
desconhecida e pode estar relacionada a mecanismos de mobilizacdo de calcio. Neste
estudo ndo observaerelagcdo entre a concentracdo desta enzima e qualidade do sémen
para os parametros avaliados (vigor, motilidade, morfologia, integridade de membrana
plasmatica).

Tabela 3: Calcio, potassio, sodio e fosfatase alcalina na fracdo rica em
espermatozoide$R).

Céol Céo 2 Céo 3
ca&* (mg/dL) 1,38 + 0,58 1,63+0,74 1,648 + 0,55
FA*(UI/L) 138.539,33 + 85.139,41 59.157,14 + 7.659,1°L 43.955,2 + 20.208,76
K*(mEg/L) 9,1+1,35 10,45+ 1,71 7,85+ 1,79
Na"* (mEg/L) 135,13+ 5,1% 136,83 + 3,66 144,75 + 4,99

Ca " célcio; FA: fosfatase alcalina; KpotassioNa': Sédio

Valores referentes as médiadesvio padroes

*Médias seguidas por letras subscritas diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Kruskal-wallis

»Médias seguidas por letras subscritas diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Duncan.

Dentre os eletrélitos presentes no sémen de cdo o célcio, sédio e potassio sao
descritos como os mais importantes, estudos identificaram que ambas as fracdes, rica
em espermatozoides e prostatica, possuem altas concentracdes de soédio e baixas de
potassio e calcio (James al, 1979; Wales & White, 1965; Quirat al, 1965). Os

valores meédios dos animais estudados neste trabalho apresentaram o mesmo padrao da
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literatura (tabela 5). Assim, o sodio foi o cation mais abundante tanto na FR quanto na
FP. Na andlise individual observou-se diferenca significativa apenas para os niveis de
Na’" na FR do cdo 3 em relacédo aos demais (Tabela 3).

As concentracfes meédias de calcio obtidas neste estudo foram superiores as
observadas por Englamd al. (1990) e Souza (2003), que obtiveram ejaculados de céaes
com média de 0,31 mg/dL e 0,8 mg/dL de calcio respectivamente. Em todos os estudos
deste ion no ejaculado canino, sua concentragdo é muito superior a concentracdo
sanguinea normal da espécie. De acordo com &ilgl (1996), o calcio é secretado
principalmente pela préstata em mamiferos, porém neste trabalho as concentracfes
obtidas de calcio nos fluidos oriundos do epididimo e da prostata foram semelhantes.
Apés deferentectomia Souza (2003), observou maior concentracdo de calcio no fluido
seminal, fator que provavelmente ocorre pela auséncia de espermatozoides para
sequestrar os ions livres para o meio intracelular.

Em condicdes fisiol6gicas, apds a ligagdo com a zona pellcida, a membrana
externa do acrossoma se funde a membrana plasmatica, liberando enzimas hidroliticas
necessarias a penetracdo espermatica, de forma irreversivel (Breitbart 2002; &e Blas
al., 2005; Witte & Schéafer-Somi, 2007; Costaal 2010). Esta reacdo acrossomal (RA)

é um evento secretério dependente d& (Spungin & Breitbart, 1996; Brewist al,

2001; Breitbart, 2002; Witte & Schafer-Somi, 2007), ou seja, o calcio € um dos
principais moduladores dos processos de capacitacdo e reacdo acrossomal.
ConcentracGes anormais de calcio no plasma seminal sdo encontradas em alguns casos
de infertilidade masculina humana (Panedy al, 1983). Existem indicios de
envolvimento significativo do célcio na RA prematura durante a criopreservacao
(Hewitt & England, 1998; Szaszt al, 2000; Cormier & Bailey, 20Q3Alhaider &

Watson, 2009). Souza (2003) ndo observou correlacdo entre os niveis de calcio no
plasma seminal e os parametros motilidade e vigor espermaticos, teste hiposmotico e
porcentagem de células integras observadas na coloragdo com sondas fluorescentes. Um
fator importante observado neste trabalho foi a alta concentracdo de calcio encontrada
no meio de congelamento utilizado a base de Tris-citrato-gema de ovo (Tabela 5),
concentracdo cerca de dez vezes maior que a normal no sémen dos cées.

O valor médio obtido para potassio na fracdo rica em espermatozoides (FR) dos
animais testados neste trabalho 9@7 mg/dLpouco menor que o obtido por Janets
al. (1979, Englandet al. (1990), Souzat al (1995) e Souza (2003) 12,1 mEqg/L. 10,27
mEg/L, 11,06 mEg/L e 11,76 mEQ/L, respectivamente. Souza (2003) obteve correlagéo
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negativa entre os niveis de potassio no plasma seminal e motilidade espermatica.
Robleroet al (1988) e Kumaket al (2000) relataram aumento da taxa de reacédo do
acrossoma em espermatozoides humanos submetidos a altas concentracfes de potassio.
Com relacao ao sédio, a concentracdo média no ejaculado dos cées deste trabalho
foi de 137,83 mEg/L, valor superior a média obtida Bartlett (1962), 113,5 mEg/L, e
inferior aos valores obtidos por Janesal (1979), Englanct al (1990), Souzat al
(1995) e Souza (2003), que descrevem concentracdes de sodio de 141 mEqg/L, 143
mEg/L, 145,32 mEqg/L e 146,93 mEQ/L, respectivamente.

Tabela 4: Célcio, potassio e soédio e da fosfatase alcalina na fracao prostatica

(FP).
Cao1l Céo 2 Céao 3
ca&" (mg/dL) 1,19+0,9 1,79 +0,71 1,176 + 0,40
FA (UI/L) 3.299,33 £ 556,26 7.292,2 +4,125,2 3.729,4 +£2.576,58
K*(mEg/L) 10,9 + 0,82 8,84 +1,99 9,78 +1,8
Na" (mEg/L) 137,83+ 6,15 145,6 + 4,39 141,2 £ 13,26

Ca": célcio; FA: fosfatase alcalina;’KpotassioNa': Sodio
Valores referentes as médiadesvio padrdes.

Tabela 5: Célcio, potassio, sodifosfatase alcalina na fracéo rica em espermatozoides
(FR), fracao prostatica (FP) de c8es e no meio base de congelamento.
Meio base de

FR FP
congelamento
Ca* (mg/dL) 1,52 + 0,62 1,37+ 0,73 16,352
FA (UI/L) * 81.395,11 + 65.318,46  5.000,46¢ 3.379,36° 0
K*(mEg/L) 9,27 +1,78 9,91+1,78 3,9
Na'(mEg/L) 137,83 + 5,84 141,31 + 8,69 23

Ca": célcio; FA: fosfatase alcalina;"Kpotassio; N& Sodio

Valores referentes as médiadesvio padrdes.

*Médias seguidas por letras subscritas diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Wilcoxon.

O sémen de céo e particularmente sensivel aos procedimentos de criopreservacao,
principalmente abaixo de 5°C. No decorrer do processo ha uma grande depreciacdo dos
aspectos funcionais dos espermatozoides caninos apds o descongelamento, tais como:

aumento no numero de patologias espermaticas, diminuicdo do vigor e motilidade
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espermaticas, integridade e viabilidade de membranas (Watson, 1981; Alhaider &
Watson, 2009; Mascarenhas, 2006). O processo de criopreservacao do sémen promove
alteracdes potencialmente danosas a morfofisiologia celular, sendo as principais: o
choque térmico, a formacéo e dissolucao de cristais de gelo e o0 estresse osmotico (Holt,
2000; Watson, 2000). As alteracbes vinculadas a estes aspectos, via de regra geram
danos estruturais e metabdlicos celulares (Batesl. 2000), os quais se caracterizam

por mudancas no estado fisico dos lipidios, que alteram a fluidez das membranas
(Hammerstedtet al, 1990; Watson, 2000) e também alteracbes na estrutura de
receptores de membrana e canais i6nicos, o que reflete na diminuicdo irreversivel da
motilidade e da capacidade de ligacdo dos espermatozoides ao ovdcito (Holt, 2000;
Baileyet al.,2000).

No presente experimento, apés o descongelamento do sémen criopreservado
utilizando-se o meio de congelamento base (Tratamento 1), ndo foram observadas
diferencas significativas entre os valores individuais de vigor, motilidade, morfologia e
teste hiposmotico (Tabela 6). Porém, houve uma queda significativa de aspecto
qualitativo em todos estes parametros comparativamente ao sémen fresco (Tabela 6).

Na avaliacdo de integridade de membrana por coloracdo com sondas
fluorescentes, as células marcadas com iodeto de propideo apresentaram fluorescéncia
vermelha na cabeca, indicando membrana plasmatica lesada; as coradas por Hbescht,
coloracdo azul na cabeca, indicando membrana plasmatica integra e as coradas com
FitC-PSA, coloracdo verde apenas na regido correspondente a matriz acrossémica. No
primeiro protocolo de coloragdo com sondas fluorescentes, utilizando-se iodeto de
propideo, Hbescht e Fit-C PSA, assim como descrito por Csermak Junior (2011),
Araujo (2012) e Garay (2012), foi possivel identificar quatro populacdes espermaticas
espermatozoides com membrana plasméatica e acrossomal integras (lI), membrana
plasmatica lesada e acrossomal integra (LI), membrana plasmética integra e acrossomal
lesada (IL) e membrana plasmatica e acrossomal lesadas (LL). Avaliar as injurias
causadas as membranas plasmatica e acrossomal permite investigar os passos dos
protocolos de manipulacdo, congelamento e descongelamento responsaveis por estes
danos. O uso de sondas fluorescentes tem sido largamente utilizado para este fim, uma
vez que permitem a avaliacdo de estruturas e compartimentos especificos das células
espermaticas (Petersenal, 1974; Halanglet al, 1984).

Observou-se alto indice da populacdo LI nos trés tratamentos, o que significa alto

indice de lesdo de membrana plasmatica sem lesdo de membrana acrossomal.
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Associando-se a esta, a populacdo de LL, obtém-se um indice superior a 80% de
espermatozoides com lesbes de membrana plasmatica nos trés tratamentos
descongelados, assim como observado pelo teste hiposmético (Tabela 8). De alguma
forma este indice de lesdo de membrana espermatica ndo configura imobilidade do
espermatozoide uma vez que o porcentual de motilidade registrado imediatamente apos
o descongelamento mostrou-se relativamente alto nos trés tratamentos. Células
pertencentes a populacéo IL (membrana plasmatica integra e acrossémica lesada) foram
raras, 0 que pode indicar que a reacdo acrossOmica raramente acontece em
espermatozoides que nao sofreram estimulo ou desestabilizacdo de membrana
previamente. O somatorio de espermatozoides apresentando lesdo de membrana
acrossomica (LL e IL), podendo indicar reacdo acrossomal prematura, nao diferiu

significativamente entre os tratamentos, possivelmente a quelacdo de Ca nao foi

suficiente para evitar o desencadeamento da RA.

Tabela 6: Vigor, motilidade, morfologia espermatdaste hipostmaético com o sémen
descongelado sem adi¢cdo de EDTA e média geral do sémen fresco.

~ ~ ~ Média Média
Caol Cao 2 Cao 3 Descongelado** Fresco**
Vigor (1-5) 3+0°% 2,67 £0,29 2,83 +£0,29 2,85+ 0,24 4+0,58

Motilidade (%) 725+5 63,33+5,77 66,67 £5,77 68 + 6,32 90,5 + 4,97
Morfologia (%

. 66,25 +12.58 75+ 361 75 + 8 715+950  31,7+11,92
anormais)
Defe't‘(’;);"a'ores 32+572 3033+802 2133+61Ff 283+756 6,1+624
Defe't‘z;;"enore’ 34+1017 4467+757 5367+61Ff 431+1142 256+962
. )
H'p?nstg‘;rt;‘;‘)“’ 31542004 1033+96f 833+1097 1820+17.68 685+1619

[Ca®] (mg/dL)* 23,35+ 1,62 20,27+0,32® 194+26  21236+24F 152+0,62

Valores referentes as médiadesvio padrdes.

*Médias seguidas por letras subscritas diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Duncan.

**Médias seguidas por letras subscritas diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05) pelo Teste F.

O mecanismo de homeostase da célula espermatica depende da integridade da
membrana plasmatica (Amann & Pickett, 1987). Assim, células com a membrana
danificada tendem a perder funcionalidade e ndo sobreviverem no trato genital da fémea
(Parks & Graham, 1992). Espermatozoides descongelados apresentam grandes indices

de lesdes acrossomais, que se assemelham ao processo de rea¢do do acrossoma (Mahi &
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Yanagimachi, 1978). Roteet al. (1998) avaliou a integridade acrossémica de
espermatozoides de cdo apds criopreservacdo e notou que cerca de 45% dos
espermatozoides possuiam algum tipo de alteracdo secundaria, representando diferentes
estagios de lesdo acrossomal, valor maior que o encontrado no presente trabalho onde a
média de lesdo acrossdmica ficou em 30, 22 e 27% para os tratamentos 1, 2 e 3,
respectivamente. Vale destacar novamente os altos indices de lesbes de membrana
plasmética nos trés tratamentos, sendo provavelmente o principal fator responsavel pela
gueda na qualidade do sémen pds descongelamento.

Os meios diluentes utilizados para o congelamento de sémen devem apresentar
caracteristicas de protecdo dos espermatozoides na conservacdo da motilidade e
fertiidade por um periodo de tempo e, ainda, providenciar substrato energético e
prevenir efeitos deletérios de mudancas no pH e osmolaridade (CleitinEa2006).

Embora o meio Tris-Citrato acrescido de gema de ovo e glicerol apresente os melhores
resultados para a conservagao de sémen de cao (Rodrigues & Rodrigues, 1998; Rota
al., 1998; Messias, 2000; Buepbal, 2001; Soarest al, 2002; Silva, 2007), este meio

possui valores elevados de fons”'Cassim, no presente estudo, a concentracdo de
calcio observada no meio base de congelamento foi cerca de dez vezes mais elevada que
a concentracdo normal deste ion nas fracbes FR e FP (Tabela 6). Com o intuito de
diminuir a concentracdo de ions céalcio no meio de congelamento, foi utilizado o
guelante EDTA nos tratamentos 2 e 3, havendo reducéo significativa da concentracao
de calcio em relacdo ao meio base de congelamento e mesmo dentre as diferentes
concentragdes nos tratamentos 2 e 3 (Tabela 7).

Porém, mesmo na concentracdo mais elevada de EDTA utilizada, Tratamento 3,
os niveis de fons &amantiveram-se acima do valor fisiolégico observado no sémen
naturados animais estudados (Tabela 6). Nenhuma diferenca significativa (p<0,05) foi
observada entre os resultados dos testes de qualidade espermatica relativos aos trés
tratamentos (Tabela 7). Dharat al (1994) e Bittencouret al. (2004) obtiveram
aumento significativo na motilidade pos descongelacdo em amostras de sémen bovino,
bubalino e caprino congeladas com EDTA, porém o sémen caprino no trabalho de
Bittencourtet al. (2004) apresentou aumento no indice de alteragbes morfolégicas
Bittencourt et al (2008) encontraram menores indices de lesdes morfolégicas em
amostras congeladas em meio acrescido de 0,1% de EDTA. No presente experimento,

os resultados obtidos mostram que o EDTA nado possui efeito deletério significativo



26

para 0 sémen de cdo ao mesmo tempo que ndo representa efeito benéfico apds o

descongelamento, mesmo em concentra¢do acima das testadas em outras espécies.

Tabela 7: Vigor, Motilidade, Morfologia espermatica, Hiposmotico e teste de
integridade de membranas com sondas fluorescentes para os trés tratamentos do
sémen descongelado.

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3

Vigor (1-5) 2,85 0,24 2,9+0,.21° 2,85 + 0,47
Motilidade (%) 68 + 6,32 71+8,76° 65,5 + 6,85'
Morfologia (% anormais) 71,5+9,5 66,8 + 5,79 68,8 + 8,78
Defeitos maiores (%) 28,3 + 7,56 27,9 +9,96' 22,2 +8,72
Defeitos menores (%) 43,1 +11,42 39+54 454 + &

Hiposmotico(% integras) 18,2 + 17,69 25,1 +17,9% 21,1+24,38
LI (%) 54,2 + 14,08 63,2+ 10,58 58,9 + 14,36

Il (%) 15,2 £ 9,44 14,5 + 6,43 12,8 + 8,7

LL (%) 30 +9,78 22 + 6,83 27 + 11,22

IL (%) 0,6 +1,07 0,3+0,48 0,6 +1,58

ca* mg/dL* 21,236 + 2,41 13,91 + 1,48 3.98 +1.59

Valores referentes as médiadesvio padrdes.
*Médias seguidas por letras subscritas diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Duncan.

Szészet al. (2000) testaram a capacidade de inducdo de RA por célcio ionéforo e
integridade acrossomal pdés descongelamento e sugeriram que as populacbes de
espermatozoides reagem da mesma forma ao calcio ionéforo e a criopreservagao. Dessa
forma, talvez parte da degeneracdo acrossomal imposta pela criopreservacao seja
induzida pela entrada de célcio na parte apical da cabeca do espermatozoide, que se
assemelha a induzida pelo tratamento com o ionéforo. Apontando a alta concentracao
de calcio no meio extracelular como possivel responsavel pela RA prematura durante a
criopreservacdo. Szaset al (1997) testando inducdo de RA, elegeram uma
concentracdo de calcio ideal paradea¥mg/dL, indicando que niveis acima deste valor
induzema deterioracdo dos espermatozoides e menores concentragcdes nao induzem RA.
Considerando que, no presente experimento, obsee/ow- tratamento 3, apos o

descongelamento, a menor concentracdo média e eba torno de 3.98 mgld
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concentracdo equivalente ao nivel preconizado para a inducéo de reacdo acrossdmica

segundo estes autores.

Tabela 8: Teste de termorresisténcia de sémen de caes submetido ao
congelamento sem adicao de EDTA.

Caol Céao2 Cao3 Média
Vigor 0 3,00 2,67 2,83 2,85+0,24
Motilidade 0 72,50 63,33 66,67 68 +6,32
Vigor 15 2,38 1,67 2,83 2,30+0,89
Motilidade 15 35,00 33,33 61,67 42,5 + 23,48
Vigor 30 1,75 1,50 2,67 1,95+ 0,86
Motilidade 30 20,00 23,33 61,67 33,5+23,34
Vigor 45 1,75 1,50 2,33 1,85+ 0,75
Motilidade 45 11,25 20,00 56,67 27,5+2252
Vigor 60 1,88 1,50 2,33 1,90 +£0,74
Motilidade 60 8,00 16,67 50,00 23,20 £ 20,47
Vigor 75 1,88 1,33 2,17 1,80 +£0,71
Motilidade 75 6,75 9,00 40,00 17,40 £ 17,89
Vigor 90 1,50 0,67 2,17 1,45+1,01

Motilidade 90 1,75 6,67 33,33 12,70 +17,18
Vigor 105 0,50 0,67 2,17 1,05+1,12
Motilidade 105 0,50 5,00 30,00 10,7 £ 15,76
Vigor 120 0,50 0,67 2,17 1,05+11,12
Motilidade 120 0,50 5,00 25,00 9,2 +13,36
0; 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105; 120 = tempo de incubacédo
Valores referentes as médiadesvio padroes.

Bittencourtet al (2004) ndo encontraram diferenca significativa apés TTR das
amostras contendo EDTA em caprinos. O sémen canino normalmente apresenta baixo
desempenho no teste de termorresisténcia apds o descongelamento, quando comparado
com outras espécies (Mascarenhas, 2006). Em cées, a longevidade ndo esta
necessariamente relacionada a fertilidaB8&6ém et al (1997) encontraram maior
motilidade pdés congelamento (74%) mas a menor longevidade (20% apés 1 hora a
37°C). Porém, obtiveram taxa de fertilizacdo de 85% utilizando 0 mesmo sémen em |A

intrauterina.
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Tabela 9: Teste de termorresisténcia de sémen de caes submetido ao
congelamento com adicao de 0,1% EDTA.

Caol Céao2 Céao3 Média
Vigor 0 3,00 2,67 3,00 29+0,21
Motilidade 0 67,50 70,00 76,67 71 +8,76
Vigor 15 2,38 2,33 2,83 2,50 £ 0,41
Motilidade 15 35,00 43,33 66,67 47,00 £12,94
Vigor 30 1,88 2,33 2,83 2,3+0,48
Motilidade 30 15,00 36,67 60,00 35+21,73
Vigor 45 1,88 2,17 2,50 2,15+0,41
Motilidade 45 8,75 33,33 56,67 30,50 + 22,91
Vigor 60 1,88 2,00 2,50 2,10 £0,39
Motilidade 60 7,00 23,33 46,67 23,80 + 18,41
Vigor 75 1,88 2,00 2,50 2,10 £ 0,39
Motilidade 75 5,00 20,00 41,67 20,50 £ 17,03
Vigor 90 1,88 1,83 2,17 1,95+ 0,28
Motilidade 90 3,25 15,00 30,00 14,80 + 13,36
Vigor 105 2,00 1,83 2,17 2+0,24
Motilidade 105 2,50 13,33 26,67 13+12,22
Vigor 120 2,00 1,50 2,17 1,9+0,39

Motilidade 120 2,25 9,33 21,67 10,2 £ 11,69
0; 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105; 120 = tempo de incubacédo
Valores referentes as médiadesvio padroes.

No presente experimento, os animais 1 e 2 apresentaram uma reducdo de
motilidade esperméatica, ao valor minimo preconizado pelo colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal para a espécie bovina (15%) entre 30 e 75 minutos em todos 0s
tratamentos no TTR (Tabela 8, 9 e 10). Porém o animal 3 apresentou reducao na
motilidade espermatica mais lenta, mantendo valores superiores a 15% apo6s 120
minutos de teste (Tabela 8, 9 e 10). Assim, observa-se uma forte influéncia individual
na longevidade espermatica, ndo relacionada as alteracdes realizadas no meio de
congelamento para este experimento, ja que nos trés tratamentos este animal apresentou

resultados superiores aos outros.
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Tabela 10: Teste de termorresisténcia de sémen de caes submetido ao
congelamento com adicdo de 0,25% EDTA.

Cao1l Cao 2 Cao 3 Média
Vigor 0 3,00 2,50 2,83 2,83 +0,25
Motilidade 0 70,00 65,00 73,33 70 £7,07
Vigor 15 2,38 2,25 2,67 2,44 + 0,46
Motilidade 15 42,50 45,00 63,33 50 + 14,14
Vigor 30 2,13 2,25 2,50 2,28 £ 0,36
Motilidade 30 18,75 30,00 53,33 32,78 + 16,98
Vigor 45 2,00 2,00 2,50 2,17 £0,35
Motilidade 45 14,50 20,00 46,67 26,44 + 17,57
Vigor 60 2,00 2,00 2,50 2,17 £ 0,35
Motilidade 60 8,25 17,50 40,00 20,89 + 15,96
Vigor 75 2,00 2,00 2,17 2,06 +0,17
Motilidade 75 6,25 15,00 31,67 16,67 £ 12,50
Vigor 90 2,00 2,00 2,00 2+0,25
Motilidade 90 4,25 12,50 23,33 12,44 + 11,88
Vigor 105 2,00 2,00 1,83 1,94 £0,17
Motilidade 105 2,50 12,50 16,67 9,44 + 9,06
Vigor 120 2,00 2,00 1,83 1,94 +0,17
Motilidade 120 2,25 10,00 16,67 8,78 £9,27

0; 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105; 120 = tempo de incubacédo
Valores referentes as médiadesvio padroes.

6. CONCLUSOES

A concentracdo de cations obtida para o grupo de animais estudado esteve
compativel com mensuracfes descritas na literatura para outros grupos de caes, com
altas concentracfes de sddio e baixas de potassio e calcio. A concentracdo de fosfatase
alcalina FA) apresentou comportamento compativel com o descrito na literatura, com
nivel marcadamente superior na aliquota seminal oriunda do epidédimelacéo a
fracdo prostética, nos trés animais estudados. A concentracdo de FA sofre forte
influéncia individual, mas ndo possui correlagdo com os niveis de calcio presentes no
plasma seminal e com 0s porcentuais de lesdo de membranas espermaticas apos o

descongelamento em diferentes concentracbes de EDTA.
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O sémen dos trés cdes estudados mostrou-se sensivel ao processo de
congelamento, com elevado porcentual de lesdes de membranas plasmética e
acrossomal apés o descongelamento.

Obteve-se elevada concentracdo de calcio no meio base de congelamento (Tris-
citrato-gema de ovo acrescido de glicerol e equex), correspondendo a mais de dez vezes
a concentracdo de célcio obtida na fracdo rica em espermatozoides. O uso do EDTA
indisponibilizou quantidade significativa de célcio do meio de congelamento aos quais
foi adicionado em 0,1% e 0,25% mas, ainda assim, a concentracdo deste cation
permaneceu alta em relacdo ao plasma seminal fresco.

Em sémen de céo, a adicdo de EDTA ao meio de congelamento nas concentracdes
de 0,1% e 0,25% nao surte efeito significativo nos parametros avaliados de qualidade
espermatica: vigor, motilidade, teste hiposmaético, morfologia e integridade de
membrana plasmatica e acrossomal.

As concentragbes de EDTA utilizadas neste trabalho ndo foram suficientes para
indisponibilizar o calcio extracelular a niveis preventivos a lesdo acrossdmica dos
espermatozoides caninos, porém, nao surtiu efeito téxico em concentracées de 0,1% e
0,25% no meio de congelamento de sémen, 0 que abre precedente para a avaliacdo do

efeito de maiores concentracfes deste quelante de calcio.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo |: Composigao dos meios utilizados.

Meio de manutencéo (diluicdo do sémen fresco)

Componente Quantidade
TRIS 24 g/L
Acido citrico monohidratado 14 g/L
Glicose 8 g/L
Amicacina 2 g/L
Gema de ovo 200 g/L

Meio base de congelamento (Tratamento 1)

Componente Quantidade
TRIS 24 g/L
Acido citrico monohidratado 14 g/L
Glicose 8 g/L
Amicacina 2 g/L
Gema de ovo 200 g/L
Glicerol 12%

Equex 1%

Meio de congelamento para o Tratamento 2.

Componente Quantidade
EDTA 0,029
Meio base de congelamento (g.s.p) | 10mL

Meio de congelamento para o Tratamento 3.

Componente Quantidade
EDTA 0,059
Meio base de congelamento (g.s.p) | 10mL
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8.2. Anexo lI: Dilui¢cdes dos fluoréforos para preparo das solucdes estoque e de
trabalho das sondas fluorescentes
Hoechst 33344Molecular probes H1399)
Protocolo solucdo estoque (25mg/mL)
- 100mg de H342 + 4mL de DMSO (Sigma D2650)
Protocolo solucéo de trabalho (40ug/mL)
- 1,6pL da solugéo estoque998,4 uL de DPBS (Sigma D8662)

Aliquotar em fracdes de 1mL e armazenar a temperatura inferior -4°C no escuro.

lodeto de propidio(Sigma Aldrich P4170)
Protocolo solugéao estoque (25mg/mL):
-25mg de IP + 1 mL de DMSO (Sigma D2650)
Protocolo solucao de trabalho (0,5mg/mL):
- 20 pL da solugéo estoque (25mg/mL) + 980 pL de DPBS (SigmaD8662)

Aliquotar em fragOes de 0,2 mL e armazenar a temperatura inferior -4°C no escuro.

Fit-C PSA (Sigma L0770)

Protocolo solugéo de trabalho (100 pg/mL):
- 2mg de FIT-C PSA;
- Adicionar2mL de solucao de azida sodica (em DPBS) a 10%;
- Adicionar DPBS g.s.p20mL(Sigma D8662)

Aliquotar em fragdes de 1mL armazenar a temperatura de 4°C (geladeira) no escuro.



