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RESUMO

Dode, M.E.D., Corcini, C. D., Silva, E. A., Gheller, S. M., Brito, C. R. C., D'Avila, C.
A., Knabah, N. W., Varela Jr.,, A. S. Avaliacdo da prolina como diluente para o
aprimoramento da conservacdo do sémen canino em baixas temperaturas. Revista
Brasileira de Medicina Veterinaria.A conservacdo do sémen através da reducdo da
temperatura promove alteracdes intracelulares capazes de interferir na viabilidade dos
espermatozdéides sendo essencial a adi¢ao de diluente que agrega diferentes mecanismos
de protecdo que podem preservar 0s danos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
adicdo de prolina (P) na gema de ovo de Tris medio (TG) diluente sob os parametros
seminal. Doze cole¢des foram realizadas, usando 4 caes sendo ejaculados com motilidade
superior a 70% e vigor >3. Foram testados com nove diferentes concentracdes de P:
200mM, 100mM, 50mM, 40mM, 30mM, 20mM, 10mM, 5mM e 2.5mM. O TG foi
utilizado como controle. Cada amostra foi avaliada (distancia média percorrida, distancia
curvilinea, velocidade média, velocidade curvilinea, linearidade, oscilacdo de oscilacéo,
deslocamento da cabega lateral e freqiiéncia de batimento cruzado) em pelo menos 6-10
campos selecionados aleatoriamente, foram avaliados em cada campo os sorvetes 150-
200 as 0, 24, 48 e 72h vezes. Ap6s 72 h, nenhuma das amostras mostrou viabilidade
quando adicionada a TG + 200mMP. A grande maioria dos parametros avaliados ndo
diferiu em TG e diluentes contendo até 20 mMP indicando que os diluentes com
concentracdes mais baixas sao promissores para novos estudos de preservacao do sémen
canino.

Palavras-chave: amino&cido, crioprotetor, Canis familiaris, esperma.

ABSTRACT

Dode, M.E.D., Corcini, C. D., Silva, E. A., Gheller, S. M., Brito, C. R. C., D'Avila, C.
A., Knabah, N. W., Varela Jr., A. S. Evaluation of proline as a diluent for the
promotion of conservation of canine semen at low temperatures. Brazilian Journal of
Veterinary Medicine. The conservation of semen through the reduction of temperature
promotes intracellular alterations capable of interfering in the viability of the spermatozoa
being essential the addition of diluent that adds different mechanisms of protection being
able to preserve of damages. The objective of this study was to evaluate the effect of the
addition of proline (P) in the diluent medium Tris-egg yolk (TG) under the seminal
parameters. Twelve collections were performed, using 4 dogs being ejaculated with
motility higher than 70% and vigor >3. Were tested with nine different concentrations of
P: 200mM,100mM, 50mM, 40mM, 30mM, 20mM, 10mM, 5mM and 2.5mM. TG was
used as control. Each sample was evaluated (mean distance traveled, curvilinear distance,
rectilinear distance, mean velocity, curvilinear velocity, linearity, wobble oscillation,
lateral head displacement and cross beat frequency) in at least 6-10 randomly selected
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fields, 150-200 spermatozoa were evaluated in each field at 0, 24, 48 and 72h times. After
72 h, none of the samples showed viability when added to TG + 200mMP. The great
majority of the parameters evaluated did not differ in TG and diluents containing up to
20 mMP indicating that diluents with lower concentrations are promising for new studies
of canine semen preservation.

Keywords: aminoacid, crioprotector, Canis familiaris, sperm.

1 INTRODUCAO

A cinofilia vem crescendo consideravelmente nos ultimos anos, gerando
demandas para o0 aprimoramento das biotécnicas reprodutivas. Tais avancos sdo
essenciais para o intercambio de material genético de alto valor zootécnico (Linde-
Forsberg & Forsberg 1989). Além disso, essas técnicas podem ser utilizadas para espécies
de canideos ameacados de extingdo, como Lobo Vermelho (Canis rufus), o Lobo da
Etiopia (Canis simensis), 0 Cao de Caga Africano (Licaon pictus) e espécies brasileiras,
como: 0 Lobo Guara (Chrysocyonbrachyurus), a Raposinha do Campo (Pseudalopex sp.)
e 0 Cachorro Vinagre (Speothos venaticus)(Silva et al. 2000).

A técnica de resfriamento de sémen promove a preservacao temporaria de gametas
em baixas temperaturas, sem que se atinja o estado de quiescéncia. Contudo, 0 processo
predispbe alteracdes intracelulares nocivas que interferem na viabilidade dos
espermatozéides (lIguer-Ouada 2001). A resisténcia térmica dos espermatozdides
distingue-se entre as espécies, sendo os equinos, felinos, canideos e humanos pouco
sensiveis (Watson & Plummer 1985, Bwanga 1991), visto que 0 componente
fosfolipidico da membrana celular dessas espécies proporciona uma maior estabilidade
celular (Bouchard et al. 1990).

As manipula¢Ges no sémem incluem resfriamento, congelacdo e descongelagéo
dos espermatozdides e provocam mudancas na estrutura da bicamada lipidica da
membrana, fazendo com que algumas proteinas livres possam se ligar a outras
substancias (Rodrigues-Martinez et al. 1993). Para obter sucesso no resfriamento é
necessario que o meio de dilui¢do previna danos, permita a manutengédo do pH, mantenha
potencial idnico e osmolaridade, e contenha fonte energética (England 1993).

Diluentes a base de Tris e de gema de ovo tem sido amplamente utilizados em
espermatozéides caninos (Shahiduzzaman & Linde- Forsberg 2007). O Tris, muito
utilizado na medicina, combate a acidose e auxilia na preservagdo da energia espermatica.

A gema, que é um crioprotetor ndo penetrante, contém lipoproteinas de baixa densidade
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(LDL) que apresentam propriedades nutritivas e protetoras de membrana (Moussa et al.
2002). Os LDL sdo capazes de se aderir a superficie da membrana espermaética
restaurando a porcéo fosfolipidica (Farstard 1996).

O uso de diluentes com somente um mecanismo de crioprotecdo tem se mostrado
de limitada eficiéncia indicando que a adicdo de outros componentes, tais como
aminodcidos, poderiam melhorar motilidade e fertilidade do sémen. Aminoacidos
impermedveis a membrana, como a Prolina, estdo sendo amplamente testados por suas
propriedades metabdlicas, crioprotetoras, antioxidantes e osmorreguladoras, prevenindo
a desnaturacdo de proteinas (Kundu et al. 2001). A utilizacdo de aminoacidos (AA) no
meio de resfriamento tem se mostrado eficiente para melhorar a motilidade de
espermatozoides bovinos (Chen et al. 1993) e ovinos (Sanchez et al. 1997), porém
existem poucos estudos relatando o efeito em caninos.

Nem todos os autores relataram o efeito positivo da adicdo de AA no meio de
resfriamento de sémen, altas concentragcdes tornam-se prejudiciais, pois induzem uma
elevacdo da pressdo osmética causando danos celulares (Timeche et al. 1999).

Visto as diferencas relativas entre as espécies, € necessario para um maior
aproveitamento do sémen que as técnicas de conservagdo sejam estabelecidas e ajustadas
ampliando as possibilidades de aplicacdo de biotécnicas reprodutivas de forma eficiente.
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito imediato da adi¢do de meio diluidor com
prolina sobre a motilidade espermatica e seu efeito na longevidade e motilidade do sémen
canino diluido e resfriado através da andlise das variaveis: motilidade total (MT) e
progressiva (MP), distancia média percorrida (DAP), distancia curvilinea (DCL),
distancia retilinea (DSL), velocidade média de percurso (VAP), velocidade curvilinea
(VCL), = (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), wobble — oscilacdo (WOB),

deslocamento lateral de cabeca (ALH), frequéncia de batimento cruzado (BCF).

2 METODOLOGIA

Foram realizadas 12 ejaculados, 3 coletas para cada céo, utilizando 4 cées da raga
Australian Cattle Dog (1 - 3 anos) de propriedade do Canil Sentinela Farrapo. Todos 0s
animais estavam clinicamente saudaveis, mantidos com as mesmas condi¢des de
alimentagdo e manejo e, ainda, com fertilidade comprovada apds monta natural e rotina
de coleta seminal. No experimento apenas ejaculados que apresentassem motilidade

superior a 70% e vigor >3 foram utilizados.
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Todos os reagentes utilizados neste experimento foram provenientes da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, USA) e o diluente composto de Tris gema 20% (TG) (Varela
Junior et al., 2009) sem aminoacidos foi utilizado como controle. Foram testados
diluentes com nove concentracOes diferentes de Prolina (P): TG + 200mM P (TG200P),
TG + 100mM P (TG100P), TG + 50Mm P (TG50P), TG + 40mM P (TG40P), TG +
30mM P (TG30P), TG + 20mMP (TG20P), TG + 10mM P (TG10P), TG + 5mMP (TG5P)
e TG +2,5mM P (TG2,5P).

As coletas de sémen foram realizadas por manipulacao digital e a frequéncia de
coleta dos cées foi de duas vezes por semana. Imediatamente apos a coleta, o ejaculado
foi avaliado para volume e concentragdo. Volume foi mensurado utilizando a
micropipetadora monocanal volume variavel. As concentracbes foram determinadas
através da camara de Neubauer. Os ejaculados foram entdo fracionados nos 10
tratamentos e entre os quatro momentos de avaliagdes que seriam realizados (Oh, 24h,
48h e 72h), e diluidos nos tratamentos a temperatura de 34 °C na concentracéo final de
10x107 de espermatozdides. mL-1. A curva de resfriamento foi realizada em caixa
condicionadora (Koolmate, Minitube, Ge), com taxa de resfriamento de 0,3-0,5 °C.min-
1 até atingir a temperatura de 5 °C, permanecendo as amostras armazenadas durante 72h.

A motilidade espermética foi avaliada através sistema “Computerized-assisted
sperm motility analysis” (CASA (SpermVision®, Minitube, Tiefenbach, Alemanha) em
um microscépio éptico (Axio Scope A1®, Zeiss, Jena, Alemanha) a 200 X.). O sémen
previamente diluido nos tratamentos e refrigerado foi aquecido a 37 °C durante 10
minutos antes da analise de motilidade que utilizou uma aliquota de 10 uL de sémen,
avaliada entre ldamina e laminula.

As variaveis analisadas pelo sistema CASA: MT, MP, DAP, DCL, DSL, VAP,
VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH, BCF. Cada amostra foi avaliada em pelo menos 6 -
10 campos escolhidos aleatoriamente, 150 - 200 espermatozéides foram avaliados em
cada campo.

Foi realizada a andlise de normalidade para todas as variaveis dependentes, pelo
teste de Shapiro-Wilk e realizada anélise de varidncia com subsequente comparag&o entre
as medias através do teste de Tukey. Os diferentes crioprotetores foram considerados
variaveis independentes, os dados obtidos foram expressos em média + erro padrdo da
média (S.E.M). As analises foram realizadas no software Statistix 9.0 (2010).
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3 RESULTADOS

Nenhuma das amostras apresentou viabilidade quando foi acrescentado 200 mM
de prolina ao diluente base Tris-gema ap6s 72h. Os resultados referentes ao efeito da
adicdo de prolina no diluente na motilidade do sémen canino resfriado dos demais
tratamentos sdo apresentados na Tabela 1. Os resultados médios obtidos apds 72h de
resfriamento ndo indicaram diferencas significativas entre a motilidade total observada
no tratamento controle das obtidas nos diluentes contendo 10, 20 ou 30 mM de prolina.
A motilidade total € um dos principais parametros utilizados para avaliar diluentes
embora a correlacdo entre motilidade e viabilidade funcional do espermatozdide em
caninos nao esteja totalmente estabelecida (IVANOVA-KICHEVA et al. 1997).

A manutencdo da motilidade segundo Hay et al. (1997) esta relacionada ao
movimento progressivo, 0s resultados da Tabela A indicam que houve diferenca
significativa entre o controle e os tratamentos contendo 10, 20 ou 30 mM de prolina,
sendo esses inferiores.

Pefia e colaboradores 1998 realizaram estudo analisando o efeito da prolina no
diluente utilizado em sémem canino crioconservado a temperaturas ultrabaixas. Diluentes
contendo de 10 a 40mM de prolina promoveram resultados significativamente superiores
ao observado no controle quando analisados imediatamente ap6s o descongelamento,
mantendo-se com o maior valor absoluto o tratamento contendo 20 mM durante as
analises realizadas até 4h. Estudos em diferentes espécies apresentam resultados
amplamente varidveis quanto as concentracdes mais adequadas (Tuck et al. 1970,
Trimeche et al. 1999, Sexton 1971, Pena 2004).

Os resultados de linearidade apresentados na Tabela A indicam que valores 0-20
mM de prolina no diluente ndo reduzem significativamente esse parametro. Barratt et al.
1993, Irvine et al. 1994, em seus estudos relacionaram linearidade com fertilidade
enguanto que a retilinearidade obtida em diluentes contendo 10 mM de prolina e controle
foram superiores.

Os resultados descritos na Tabela A indicam que os tratamentos controle e
contendo 5e 10mM de prolina né&o diferiram o VSL e o controle e 5mM de prolina para
DCL. Estudos realizados por Freour e colaboradores, 2010 em humanos, relataram que
motilidade e motilidade progressiva foram importantes parametros para 0 sucesso da

fertilizacdo enquanto VAP e VSL néo apontaram relacao.
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4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

A adicdo de prolina em concentragdes de até 20 mM s&o promissoras para uso em
diluentes de sémem canino visando minimizar danos celulares. Novos estudos seréo
realizados buscando estabelecer a relacdo entre os parametros avaliados e a eficiéncia

funcional do sémem canino.
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ANEXOS

Tabela 1. Efeito de diferentes concentracfes de prolina (0, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 20mM, 30mM,
40mM, 50mM, 100mM e 200mM), em amostras de sémen canino, resfriados a 4°C por 72h sobre
parametros motilidade espermatica analisados no CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) (média £
erro padrdo da média).

TG* TG2.5P TG5P TG10P TG20P TG30P TG40P TGS0P TG100P

ALH** 3.9 3.43 3.82 3.74 3.35% 323 3.37#0.1 3.3 3.26
+0.12%  +0.128 +0.14  +0.08~ 0.088 +0.148 88 +0.138  +0.43"

BCF 17.4 16.7 17.6£1.4 179 172  16.3+14 18.6 174 225+1.1
+1.314  £1.45% 7A +1.294  +1.66% 3A +1.85%  +1.554 oA

DAP 22.7 19.2+ 21.8+ 219+ 20 + 19.6+ 18.6 £ 179+ 138+
+0.76%  0.758¢ 0.824 0.73% 0.728 0.688 0.778¢ 0.68¢ 0.62P

DCL 41.7 34.2+ 41.1% 38.8+ 37.0+ 36.0% 34.7+ 33.7% 29.4+
1.53A 1.65¢ 1.68% 15748 1528¢  1518C 1.87¢ 1.85¢ 1.23°

DSL 179+ 14.8+ 169+ 17.4+ 15.5+ 14.3+ 13.8+ 13.1% 7.3+
0.65% 0.688¢ 0.75% 0.64% 0.568 0.568 0.62¢ 0.49¢ 0.414

LIN 0432+ 0451+ 0416+ 0.461+0. 0.434+0. 0.410+0. 0.431+0. 0.423+0. 0.243+0.
0.00874° 0.0166” 0.01114 0108" 0149 01438 02328 02048 02408
B B

STR 0.780+ 0.766+ 0.767+ 0.790+ 0.774+ 0728+ 0.742+ 0.734+ 0.527+
0.00874 0.01204 0.0101* 0.0088* 0.0192* 0.0113® 0.01374 0.0114® 0.0467°®
B B B B

VAP 49.7 42,7+ 47.2 + 48.1 + 44.2 + 422 + 40.4 + 411+ 29
157 1.418¢ 1.54A 1.437 1.238 1.298¢ 1.46° 1.28¢ 1.59P

VCL 90.8 + 75.2+ 88.6 + 84.6 + 80.5+ 77.2+ 745+ 75.4 + 61.8+
3A 3.21¢ 3.2278 3.178 2.718¢ 2.96¢ 3.65¢ 3.47¢ 2.82°

VSL 391+ 331% 36.7 + 383+ 341+ 31+ 30.1+ 30.2 153 %
1.3 1.318¢  1.4478C 1268  0.98%8C  1.09¢ 1.26¢ 0.96¢ 0.84¢

WOB 0549 0582+ 0536+ 0579 0554+ 0.558+0. 0.571+0. 0.567 0.463
+0.0074 0.0146” 0.0096% +0.0090 0.01298 01247BC (0214~  +0.0201 +0.0219
BC c A c AB D

MOT 238+ 151+ 171+ 22+ 20.7+ 20.6+ 13.8+ 18.9+ 8.1+
1.86% 0.71¢ 1.048 1.38% 1,198 15248 0.76°¢ 1.278 2.58P

MOP 17.2+ 6+ 7.5+ 124 + 10.3+ 10.6 + 51% 72+ 1.4+
1.71A 0.67°®  0.86°P 1.258 0.998 1.068 0.6° 0.99¢ 0.26F

“Tratamentos TG, TG2,5P, TG5P, TG10P, TG20P, TG30P, TG40P, TG50P, TG100P, TG200P séo
compostos pelo diluente Tris-gema contendo 0, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 20mM, 30mM, 40mM, 50mM,
100mM ou 200mM de prolina, respectivamente
**Deslocamento lateral de cabeca (ALH), frequéncia de batimento cruzado (BCF), distancia média
percorrida (DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), linearidade (LIN), retilinearidade
(STR), velocidade média de percurso (VAP), velocidade curvilinea (VCL), (VSL), wobble— oscilagéo
(WOB), motilidade total (MOT), motilidade progressiva (MOP).

Letras distintas demonstram diferenca estatistica na comparagdo das médias
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