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Resumo

DODE, Maria Eduarda Bicca. Efeito da adicdo de serina no diluente de
resfriamento nos paradmetros de cinética espermética de caninos. 2018. 36f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Crescentes demandas zootecnicas e de conservacao de espécies ameacadas tem
geraram a necessidade de aprimoramento de biotécnicas reprodutivas em caninos.
A conservacdo de sémen através da refrigeracdo promove alteracdes celulares
capazes de interferir na viabilidade dos espermatozéides. Sendo assim, a adicdo de
um diluente adequado deve ser capaz de proteger e conservar 0s espermatozoides.
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adicdo de serina no meio diluidor sobre
a cinética espermatica do sémen canino resfriado. Foram realizadas 12 coletas,
utilizando 4 cédes da raca Australian Cattle Dog sendo ejaculados com motilidade
superior a 60% e vigor =23. Foram testados diluentes Tris gema 20% (TG) com
adicdo nove concentracOes diferentes de serina (S) de 2,5mM a 200mM de S. Um
grupo sem aminoacido foi utilizado como controle (TGO0). Foram analisados no
“Computerized-assisted sperm motility analysis” dos parametros de cinética nas
horas zero, 24, 48 e 72 de resfriamento a 4° C. Na hora zero, 0s seguintes
resultados para motilidade total (MT) e progressiva (MP) respectivamente foram: no
controle (63,3 e 57,6%) e no tratamento 2,5mM S (59,2 e 52,3%), 5mM S (61,1 e
55,1%), 10mM S (57,7 e 50,1%) e 20mM S (57,9 e 50,5%). Apds 24 horas 0s
parametros DAP, DCL, DSL, VAP, VCL e VSL nos tratamentos controle (30,6, 50,7 e
25,7 ym, 67,1, 111,11 e 56,4 um/s) e 2,5mM S (28,9, 49,2 e 24,2um, 64,4, 109,1 e
53,7um/s) foram superiores e nas 48 horas a MT, MPe DAP do 5mM S (47,8 e
39,7%,22,17um), demonstrou resultados superiores aos demais tratamentos. Na
avaliacao final, 72 horas, a MTno tratamento 2,5mM S (27,7%)foi superior, jA a MP
nao diferiu nos tratamentos 2,5mM S (18,3%) e controle (17,2%) sendo esses
superiores aos demais. Todos os tratamentos acima de 20mM S apresentaram
resultados inferiores aos descritos. A adicdo de serina em concentracdes de até 5
mM sdo promissoras para uso em diluentes de sémen canino visando manter 0s
parametros de motilidade espermatica, sendo o potencial protetor da adicdo de
serina em diluidores de sémen canino € dose e tempo dependente.

Palavras-chave: aminoacido; Canis familiaris; espermatozoide; resfriamento



Abstract

DODE, Maria Eduarda Bicca. Effect of serine addition on the cooling diluent on
canine sperm kinetic parameters. 2018. 36f. Dissertation (Master degree in
Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Growing zootechnical and conservation demands of endangered species of canids
generate the desire to improve reproductive biotechnology in canines. The
conservation of semen through refrigeration promotes cellular alterations capable of
interfering in the viability of spermatozoa. Thus, the addition of a suitable extender
which is capable of protecting and preserving spermatozoa is essential. The
objective of this study was to evaluate the effect of the addition of serine in the
extender medium on the sperm kinetics of cold canine semen. Twelve collections
were performed, using 4 Australian Cattle Dog dogs being ejaculated with motility
higher than 60% and vigor =3. 20% Tris yolk diluents (TG) were added with addition
of nine different concentrations of serine (S) from 2.5mM to 200mM S. A group
without amino acid was used as control. They were analyzed in the computerized-
assisted sperm motility analysis the kinetic parameters at zero hours, 24, 48 and 72
cooling at 4° C. At time zero, the following results for total (MT) and progressive
motility (MP) were: in the control (63.3 and 57.6%) and in the treatment 2.5mM S
(59.2 and 52.3%), 5mM S (61.1 and 55.1%), 10mM S (57, 7 and 50.1%) and 20mM
S (57.9 and 50.5%). After 24 hours the parameters DAP, DCL, DSL, VAP, VCL and
VSL in the control treatments (30.6, 50.7 and 25.7 ym, 67.1, 111.11 and 56.4 uym / s)
and 2.5mM S (28.9, 49.2 and 24.2um, 64.4, 109.1 and 53.7um / s) were higher and
in the 48 hours the MT, MP and DAP of 5mM S (47.8 e 39.7%, 22.1 um), showed
superior results to the other treatments. In the final evaluation, 72 hours, the MT in
the treatment 2.5mM S (27.7%) was superior, whereas the MP did not differ in
treatments 2.5mM S (18.3%) and control (17.2%) those superior to the others. All
treatments above 20 mM S presented lower results than those described. The
addition of serine at concentrations up to 5 mM is promising for use in canine semen
extender in order to maintain sperm motility parameters, the protective potential of
the addition of serine in canine semen diluents being dose and time dependent.

Keywords: aminoadic; Canis familiaris; sperm; cooling
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1 Introducéo

A cinofilia vem avancando e exigindo da medicina veterinaria o suporte
cientifico e tecnolégico capaz de suprir a crescente demanda de criadores e
proprietarios pelas biotécnicas reprodutivas. Aprimoramento de metodologias
aplicaveis a caninos sédo o reflexo da relevancia econémica e social dos céaes na
sociedade contemporanea, pois além do valor zootécnico e de aptidoes e
habilidades especificas, os cdes podem ser utilizados como modelo experimental
para outras espécies inclusive algumas ameacadas de extin¢cdo (PENA et al., 2006).

A inseminacao artificial (IA) € uma técnica mais amplamente difundida,
seguida da preservacdo de sémen de curto prazo através de técnicas de
resfriamento e de longo prazo através do congelamento de temperaturas ultrabaixas.

A inseminacao artificial pode ser utilizada para atender a diferentes
necessidades e objetivos através do controle do manejo reprodutivo aplicado aos
machos, fémeas ou ambos podendo ser realizada imediatamente apds a coleta com
o sémen fresco, com sémen conservado a curto prazo, através do resfriamento ou
com sémen conservado a temperaturas ultrabaixas e depois descongelado
(OLLERO et al.,, 1998; HOTTINSHEAD, 2017). Os procedimentos podem ser
simples com a inseminacdo artificial intra vaginal ou cirargicos através de
laparotomia ou laparoscopia.

As técnicas variam com os objetivos porém, visam garantir a fecundacao e
concepgao sem que haja interferéncia da variabilidade de tamanho, dificuldades de
copula, falta de libido e limitagdes de origem sanitaria (FELDMAN & NELSON, 2004,
OLLERO et al., 1998) contudo a capacidade de preservacdo e conservacao da
viabilidade espermética é essencial. Para manter a elevada viabilidade e fertilidade
do sémen canino a curto prazo € necessario além de técnicas adequadas de
manejo, coleta e resfriamento a utilizacdo de um diluente capaz de suprir as
demandas metabdlicas dos espermatozoides de forma estavel, prevenindo

alteracdes celulares, genéticas e o estresse oxidativo.
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A adicdo de aminoéacidos livres aos meio de diluicdo pode contribuir para
reduzir os danos das espécies reativas de oxigénio produzidas durante o periodo de
conservacao, preservar a integridade das membranas e assim contribuir para
manutencdo da viabilidade e fertilidade do sémen. A serina € um aminoacido com
cadeias laterais polares desprovidas de carga, sdo abundantes no exterior de
proteinas ativas em ambiente aquoso e no interior de proteinas associadas as
membranas celulares sendo um dos componentes essenciais da fosfatidil-serina:
importante fosfolipideo de membrana.

Os objetivos deste trabalho foram: avaliar o efeito da adicdo de serina no
diluente para resfriamento de sémen canino; avaliar o efeito na cinética espermatica
da serina no diluente para resfriamento de sémen canino; avaliar o efeito da adicéao
de serina no diluente para resfriamento de sémen canino nos parametros de
motilidade espermatica; avaliar o efeito dose dependente da adi¢cdo de serina no

diluente para resfriamento de sémen canino.



2 Revisdo da Literatura

O sistema genital masculino € responsavel pela producdo, nutricdo e
armazenamento de gametas masculinos e formagéo do plasma seminal. O plasma
seminal é formado nas glandulas seminais acessorias e no epididimo, sendo a
porcao liquida ndo celular do sémen, veiculo fluido do esperma (SENGER, 2005). O
espermatozoide dos mamiferos € produzido no testiculo, sendo uma célula haploide
que contempla diferentes estruturas complexas e com func¢des especificas,
recoberta por uma membrana plasmatica continua (ALBERTS, 2004;
KIERZENBAUM, 2008 ).

Os espermatozoides ndo tem capacidade anabdlica, sendo incapazes de
produzir macromoléculas para reparo, também sendo sensiveis a alteracdes de pH e
ao estresse oxidativo (SENGER, 2005). Sob condicbes naturais, o esperma é
minimamente exposto a ambientes aerobicos, reduzindo a formacdo de ROS e
consequentemente seus danos. A IA expdes 0s espermatozoides a ROS e a luz UV
aumentando a chance de danos celulares e gendomicos (BARAN et al., 2009).

As ROS geradas durante o metabolismo oxidativo, combinadas a outros
fatores intrinsicos e extrinsicos tém sido consideradas responsaveis pela reducao na
motilidade e também pela diminuicdo da capacidade de penetracdo observados nas
condicbes de conservagcao pela reducdao da temperatura (OLLERO et al., 1998;
BARAN et al., 2009).

A reducao da temperatura amplia o periodo de armazenamento do semem
contribuindo para ampliar o periodo de viabilidade mas, ainda assim, ha risco de
alteracdes na estrutura e fisiologia celular devido ao choque térmico, danos
mecanicos, estresses quimicos e osmoticos do processo de conservacdo. Acredita-
se que a cada 10°C de reducdo de temperatura, 0 metabolismo seja reduzido em
50%, sendo que a temperatura ideal para armazenamento a curto prazo € variavel
devido a composi¢cédo das membranas.

A manutencdo da fertilidade do sémen que sofreu choque térmico ainda é
fator limitante em ovinos, caprinos e caninos e ocorre devido a danos causados pelo

choque térmico, exposicao a temperaturas baixas, estresse osmotico e oxidativo de
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forma isolada ou combinada (BEHERA et al., 2015). Mesmo que se almeje apenas a
conservagao a curto prazo do sémen sob refrigeracédo, meios diluidores adequados
devem ser utilizados (SANTOS et al., 2002).

Os lipideos compde cerca de 50% da massa das membranas celulares sendo
o restante formado fundamentalmente por proteinas e carboidratos. Fosfolipideos
sdo compostos polares idnicos de natureza anfipatica. Sao os lipideos
predominantes nas membranas celulares, sendo os responsaveis por conferir as
membranas uma de suas importantes caracteristicas: a fluidez, essencial para
atividade celular (CHAMPE et al., 2005; ALBERTS, 2004).

Esfingomielina, fosfatidil-colina, fosfatidil-etanolamina e fosfatidil- serina sé&o
os quatro fosfolipideos mais abundantes nas membranas biologicas. Contudo,
apenas a fosfatidil-serina carrega uma carga global negativa em pH fisiologico
estando geralmente presente na lamina citosélica da bi-camada lipidica (ALBERTS,
2004). A fluidez da bicamada lipidica varia em funcdo de sua composicdo e da
temperatura. A reducdo da temperatura € capaz de promover a transicdo das
membranas para um estado rigido bidimensional sendo denominada transicdo de
fase (ALBERTS, 2004).

Antioxidantes presentes no meio diluente podem prevenir os danos as
membranas, sequestrando ROS ou inibindo a propagacdo da peroxidacgdo lipidica
(BALL et al., 2001) uma vez que as membranas celulares em mamiferos séo ricas
em &cidos graxos polininstaturados. Estudos em esperma humano diluidos em
meios contendo glutamina, prolina, histidina e betaina comprovaram a manutencao
da fertilidade de espermatozoides humanos durante o processo de crioconservagao
e descongelamente promovido pela adicao de glutamina (RENARD et al., 1996).

Li e colaboradores (2003) relatam o efeito da prolina, glutamina e glicina em
sémen de primatas ndo humanos, indicando o efeito positivo da adi¢cdo de prolina,
glicina e glutamina na motilidade dos espermatozoides, bem como na integridade do
acrossoma e das membranas apds o descongelamento, salientando contudo que o
efeito positivo obtido depende do aminoacido e da dose agregada ao diluente.

Estudos em diferentes espécies apontaram o efeito protetor de membranas
em preparacdes onde aminodcidos foram acrescentados aos meios de diluicdo dos
ejaculados. A acao antioxidante da hipotaurina preveniu a peroxidacao dos lipideos
e a reducdo da motilidade de membrana dos espermatozoides de coelho incubados
em condicdes aerobicas (ALAVAREZ & STOREY, 1983), diferentes concentragfes
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de cisteina contribuiram para preservacdo da motilidade e da viabilidade
espermatica em sémen de carneiros apés o descongelamento (UYSAL et al., 2007).

Kundu e colaboradores (2001) avaliaram o efeito de sete aminoacidos no
diluente: glicina, L-lisina, L-glutamina, L-histidina, L-prolina, L-arginina e L-alanina na
motilidade de semem de bode apds o descongelamento. Nesse estudo as
concentracdes variaram amplamente de 20 a 200mM observando que exceto lisina e
arginina os demais aminoacidos proporcionaram crioprotecdo de forma dose
dependente. Estudos posteriores realizados por Farshad e Hosseini (2013)
indicaram que a adicdo de glutamina e prolina contribuiu para o incremento de
diversos parametros espermaticos, incluindo motilidade progressiva e total,
viabilidade bem como integridade de acrossoma e membrana plasmatica
contribuindo para a qualidade do sémen antes e a pds congelamento.

Rudolph e Crowe (1985) utilizando modelos constituidos por vesiculas obtidas
a partir do reticulo citoplasmatico identificaram propriedades interessantes nas
associacOes da prolina na formacédo de coloides hidrofilicos contribuindo para a
manutencao da estrutura e funcionalidade das membranas durante o congelamento.
Enquanto Pena e colaboradores (1998) apontaram um efeito positivo da adicdo de
prolina em meio Tris-frutose-4cido citrico em todas as concentracfes testadas,
contribuindo para a qualidade de sémen canino ap6s o descongelamento, Martins-
Bessa e colaboradores nado identificaram ganhos com a adicdo de taurina e
hypotaurina ao diluente Uppsala Equex Il nos parametros de motilidade, viabilidade
e atividade mitocondrial em sémen canino apds descongelamento.

Aminoacidos sao estruturas monoméricas capazes de se organizar unidos
através de ligacbes do tipo amida em cadeias polipeptidicas formando estruturas
tridimensionais que desempenham inumeras funcdes bioldgicas. Os aminoacidos
denominados naturais sao representados no DNA por codons e exceto a prolina,
apresentam um grupamento funcional amino, um grupamento funcional carboxila e
uma cadeia lateral R ligados a um atomo de carbono. Aminoacidos variam em
estrutura e composicao quimica, massa molecular, constantes de ionizacao, ponto
isoelétrico e funcgéo.

Aminoéacidos com cadeias laterais polares desprovidos de carga apresentam
carga liquida igual a zero em pH neutro e assim como a treonina e a tirosina, a
serina (Ser ou S) possui um grupamento hidroxila capaz de estabelecer pontes de

hidrogénio, massa molecular 105, constantes de ionizagcdo pK1 2,21, pK2 9,15 e
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ponto isoelétrico 5,68. A serina tem uma ocorréncia de 6,8% nas proteinas e a
cadeia lateral da serina participa como componente importante do sitio ativo em
diversas enzimas (CHAMPE et al., 2005; NELSON & COX, 2008).

Aminoacidos com cadeias laterais polares desprovidas de carga sao
abundantes no exterior de proteinas ativas em ambiente aquoso e no interior de
proteinas associadas as membranas celulares. A serina € um aminoacido nao
essencial, sintetizada a partir de intermediarios do metabolismo primario. A serina
provém do 3-fosfoglicerato (intermediario da via glicolitica) ou também pode ser
obtida a partir da glicina (CHAMPE et al., 2005).

A fosfatidil-serina ¢ um fosfolipideo de membrana que tem sua por¢éo
hidrofilica constituida por um grupamento fosfato ligado a serina. A fosfatidil-serina é
necessaria para a sintese das membranas celulares em mamiferos. A sintese de
fosfatidil-serina ocorre através da troca de bases reversivel, onde a etanolamina é
substituida por serina livre (CHAMPE et al., 2005).

A sobrevivéncia dos espermatozoéides € usualmente avaliada de forma
subjetiva através da motilidade: habilidade de se mover progressivamente. Além da
motilidade, o consumo de oxigénio, citometria de fluxo e sistemas (CASA) também
vem sendo utilizados (SENGER, 2005).

A inseminacéo artificial € uma biotécnica reprodutiva corriqueira em inUmeras
espécies sendo aplicada com diferentes finalidades na bovinocultura, ovinocultura,
avicultura, suinocultura e também na cinofilia. Para que uma IA tenha sucesso é
necessario que o sémen seja adequadamente coletado, avaliado e preservado até
sua utilizacdo. No sémen resfriado de 37°C a 5°C as altera¢des mais notaveis sao
especificas e relacionada a transicdo de fase dos lipideos de membrana (OLLERO
et al., 1998).

As avaliagdes iniciais ocorrem imediatamente apds a coleta e incluem
aspecto, volume, concentracdo e motilidade. Avaliacdo da motilidade e da
morfologia sdo analises subjetivas resultando em variagcfes. Sistemas automaticos
para analise de sémen (CASA) vem sendo aprimorados de forma a oferecer dados
mais acurados. A motilidade acima de 60% indica a qualidade e possibilidade de uso
para inseminacao e resfriamento (MATOS et al., 2008; SENGER, 2005).

O sémen pode ser conservado temporariamente atraveés da refrigeracao,
contudo, para tal, devera ser diluido (LOPES et al., 2005). A diluicdo e a

conservagdo do sémen devem proporcionar ambiente in vitro adequado,
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minimizando a morte dos espermatozoides. O diluente deve ser isotdnico, ter poder
tamponante, minimizar danos pelo frio, prevenir crescimento microbiano, minimizar
0s danos mecanicos, ser atoxico, fornecer nutrientes necessarios e ter custo baixo
(SENGER, 2005; LOPES et al., 2005).

O diluente ideal € uma substancia nao toxica capaz de colaborar para a
manutencdo da integridade das membranas dos espermatozoides, preservando a
estrutura e fisiologia celular, com pequena interferéncia na fecundidade. A adequada
composicao do diluente € primordial na manutencéo das caracteristicas seminais em
todas as etapas do processo de conservacgao (OLLERO et al., 1998). A possibilidade
de reducdo do metabolismo pelo abaixamento da temperatura podem promover
danos aos espermatozoides tanto na etapa de diluicdo e resfriamento quanto nas
etapas de congelamento e descongelamento e a adicdo de aminoacidos agregam
diferentes mecanismos de crioprotecdo aos aditivos classicamente utilizandos nos
diluentes (RENARD et al., 1996).
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AVALIACAO DA ADICAO DE SERINA NO DILUENTE PARA O
APRIMORAMENTO DA CONSERVACAO DE SEMEN CANINO EM BAIXAS
TEMPERATURAS

EVALUATION OF THE ADDITION OF SERINE IN THE DILUENT FOR THE
IMPROVEMENT OF THE CONSERVATION OF CANINE SEMEN IN LOW
TEMPERATURES

Maria Eduarda Bicca Dode?, Carine Dahl Corcini®, Edenara Anastéacio da Silva®, Stela
Meneghello Gheller, Camila Ribeiro Brito!, Antonio Sérgio Varela Jr.

ABSTRACT. Dode, M. E. D., Corcini, C., Silva, E. A., Gheller, S. M., Brito, R. C.,
Varela Jr, A.S. [Evaluation of the Addition of Serine in the Diluent for the
Improvement of the Conservation of Canine Semen in Low Temperatures].
Avaliacdo da Adicdo de Serina no Diluente para o Aprimoramento da Conservagao de
Sémen Canino em Baixas Temperaturas. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria.

Growing zootechnical and conservation demands of endangered species of canids
generate the desire to improve reproductive biotechnology in canines. The conservation
of semen through refrigeration promotes cellular alterations capable of interfering in the
viability of spermatozoa. Thus, the addition of a suitable extender which is capable of
protecting and preserving spermatozoa is essential. The objective of this study was to
evaluate the effect of the addition of serine in the extender medium on the sperm
Kinetics of cold canine semen. Twelve collections were performed, using 4 Australian
Cattle Dog dogs being ejaculated with motility higher than 60% and vigor >3. 20% Tris
yolk diluents (TG) were added with addition of nine different concentrations of serine
(S) from 2.5mM to 200mM S. A group without amino acid was used as control. They
were analyzed in the computerized-assisted sperm motility analysis the Kkinetic
parameters at zero hours, 24, 48 and 72 cooling at 4°C. At time zero, the following
results for total (MT) and progressive motility (MP) were: in the control (63.3 and
57.6%) and in the treatment 2.5mM S (59.2 and 52.3%), 5mM S (61.1 and 55.1%),
10mM S (57, 7 and 50.1%) and 20mM S (57.9 and 50.5%). After 24 hours the
parameters DAP, DCL, DSL, VAP, VCL and VSL in the control treatments (30.6, 50.7
and 25.7 um, 67.1, 111.11 and 56.4 um / s) and 2.5mM S (28.9, 49.2 and 24.2um, 64.4,
109.1 and 53.7um / s) were higher and in the 48 hours the MT, MP and DAP of 5mM S
(47.8 e 39.7%, 22.1 um), showed superior results to the other treatments. In the final
evaluation, 72 hours, the MT in the treatment 2.5mM S (27.7%) was superior, whereas
the MP did not differ in treatments 2.5mM S (18.3%) and control (17.2%) those
superior to the others. All treatments above 20 mM S presented lower results than those

! Médico-veterinario, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade
Federal de Pelotas (UPEL), Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.

2 Médico-veterinario, departamento de patologia animal, FURG, Rio Grande, Rio
Grande do Sul, Brasil.
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described. The addition of serine at concentrations up to 5 mM is promising for use in
canine semen extender in order to maintain sperm motility parameters, the protective
potential of the addition of serine in canine semen diluents being dose and time
dependent.

KEY WORDS: aminoadic, Canis familiaris, sperm, cooling.

RESUMO. Crescentes demandas zootecnicas e de conservagdo de espécies ameagadas
tem gerado a necessidade de aprimoramento de biotécnicas reprodutivas em caninos. A
conservacao de sémen através da refrigeracdo promove alteracdes celulares capazes de
interferir na viabilidade dos espermatozoides. Sendo assim, a adicdo de um diluente
adequado deve ser capaz de proteger e conservar 0s espermatozoides. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da adicdo de serina no meio diluidor sobre a cinética
espermatica do sémen canino resfriado. Foram realizadas 12 coletas, utilizando 4 cées
da raca Australian Cattle Dog sendo ejaculados com motilidade superior a 60% e vigor
>3. Foram testados diluentes Tris gema 20% (TG) com adicdo nove concentragdes
diferentes de serina (S) de 2,5mM a 200mM de S. Um grupo sem aminoacido foi
utilizado como controle (TGO0). Foram analisados no “Computerized-assisted sperm
motility analysis” dos parametros de cinética nas horas zero, 24, 48 e 72 de resfriamento
a 4°C. Na hora zero, os seguintes resultados para motilidade total (MT) e progressiva
(MP) respectivamente foram: no controle (63,3 e 57,6%) e no tratamento 2,5mM S
(59,2 e 52,3%), 5mM S (61,1 e 55,1%), 10mM S (57,7 e 50,1%) e 20mM S (57,9 e
50,5%). Apbs 24 horas os parametros DAP, DCL, DSL, VAP, VCL e VSL nos
tratamentos controle (30,6, 50,7 e 25,7 um, 67,1, 111,11 e 56,4 um/s) e 2,5mM S (28,9,
49,2 e 24,2um, 64,4, 109,1 e 53,7um/s) foram superiores e nas 48 horas a MT, MP e
DAP do 5mM S (47,8 e 39,7%, 22,1um), demonstrou resultados superiores aos demais
tratamentos. Na avaliacdo final, 72 horas, a MT no tratamento 2,5mM S (27,7%)foi
superior, j& a MP ndo diferiu nos tratamentos 2,5mM S (18,3%) e controle (17,2%)
sendo esses superiores aos demais. Todos os tratamentos acima de 20mM S
apresentaram resultados inferiores aos descritos. A adicdo de serina em concentragdes
de até 5 mM sdo promissoras para uso em diluentes de sémen canino visando manter 0s
parametros de motilidade espermatica, sendo o potencial protetor da adicdo de serina
em diluidores de sémen canino é dose e tempo dependente.

PALAVRAS-CHAVE: Aminoéacido, Canis familiaris, espermatozoide, resfriamento.

INTRODUCAO

A cinofilia vem avancando e exigindo da medicina veterinaria suporte cientifico
e tecnologico capaz de suprir a crescente demanda de criadores e proprietérios pelas
biotecnicas reprodutivas. O aprimoramento de metodologias aplicaveis a caninos € o
reflexo da relevancia econémica e social dos cées na sociedade contemporanea pois
além do valor zootécnico e de aptiddes e habilidades especificas os cdes podem ser
utilizados como modelo experimental para outras espécies inclusive algumas ameagadas
de extin¢do (Pena et al., 2006), como Lobo Vermelho (Canis rufus), o Lobo da Etidpia
(Canis simensis), o Céo de Caca Africano (Licaon pictus) bem como para espéecies
brasileiras, como o Lobo Guara (Chrysocyonbrachyurus), a Raposinha do Campo
(Pseudalopex sp.) e o Cachorro Vinagre (Speothos venaticus) (Silva et al., 2000).
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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
predispde alteracbes intracelulares nocivas que interferem na viabilidade dos
espermatozoides (lguer-Ouada et al., 2001). A resistencia térmica dos espermatozoides
distingue-se entre as espécies, sendo os equinos, felinos, canideos e humanos pouco
sensiveis (Watson & Plummer, 1985; Bwanga, 1991), visto que o componente
fosfolipidico da membrana celular dessas espécies proporciona uma maior estabilidade
celular (Bouchard et al., 1990).

Manipulacdes no semen incluem resfriamento, congelacdo e descongelacdo dos
espermatozoides 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). A redugdo da temperatura amplia o periodo de
armazenamento do sémen contribuindo para ampliar o periodo de viabilidade mas,
ainda assim, ha risco de alteracdes na estrutura e fisiologia celular devido ao choque
térmico, danos mecanicos, estresses quimicos e osmoticos do processo de conservagao
(Khalili et al., 2010). Acredita-se que a cada 10°C de reducdo de temperatura, o
metabolismo seja reduzido em 50%, sendo que a temperatura ideal para armazenamento
a curto prazo e variavel devido a composicéo dos lipideos das membranas.

Para obter sucesso no resfriamento é necessario que o meio de diluicdo previna danos,
permita a manutencdo do pH, potencial idonico e osmolaridade, e contenha fonte
energética (England, 1993). A manutencédo da fertilidade do sémen que sofreu choque
térmico ainda é fator limitante em ovinos, caprinos e caninos e se deve aos danos
causados pelo choque térmico, exposicdo a temperaturas baixas, estresse osmotico e
oxidativo de forma isolada ou combinada (Behera et al., 2015). Mesmo que se almeje
apenas a conservacdo a curto prazo do semen sob refrigeracdo, meios diluidores
adequados devem ser utilizados (Santos et al., 2002).

Aminoacidos com cadeias laterais polares desprovidos de carga apresentam carga
liquida igual a zero em pH neutro e assim como a treonina e a tirosina, a serina (Ser ou
S) possui um grupamento hidroxila capaz de estabelecer pontes de hidrogénio. A a
cadeia lateral da serina participa como componente importante do sitio ativo em
diversas enzimas (Champe et al., 2005; Nelson e Cox, 2008).

A fosfatidil-serina é um fosfolipideo de membrana que tem sua porcdo hidrofilica
constituida por um grupamento fosfato ligado a serina. A fosfatidil-serina é necesséria
para a sintese das membranas celulares em mamiferos. A sintese de fosfatidil-serina
ocorre através da troca de bases reversivel, onde a etanolamina é substituida por serina
livre (Champe et al., 2005). Nem todos os autores relataram o efeito positivo da adi¢éo
de AA no meio de resfriamento de semen, altas concentragcdes tornam-se prejudiciais
pois induzem uma elevacgéo da pressdo osmética causando danos celulares (Uysal et al.,
2007, Pena et al., 1998).

Visto as diferencas relativas a espécie e aos individuos, para um maior aproveitamento
do sémen € necessario que as técnicas de conservagdo sejam estabelecidas e ajustadas
ampliando as possibilidade 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 sistema “Computerized-assisted sperm
motility analysis” (CASA, SpermVision®, Minitube, Tiefenbach, Alemanha).

MATERIAL E METODOS
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Neste estudo os ejaculados utilizados foram obtidos de 12 coletas, realizadas em 4 caes
da raca Australian Cattle Dog (1 - 3 anos), de propriedade do Canil Sentinela Farrapo,
clinicamente saudaveis, com fertilidade comprovada apds monta natural e rotina de
coleta seminal. Todos os animais foram mantidos com as mesmas condigcdes de
alimentacdo e manejo. No experimento apenas ejaculados que apresentassem motilidade
superior a70% e vigor >3 foram utilizados.

Para elaboracdo dos meios e diluentes todos os reagentes utilizados neste experimento
foram provenientes da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA) e o diluente composto de
Tris gema 20% (TGO) (Varela Junior et al., 2009) sem aminoacidos foi utilizado como
controle. Foram testados diluentes com nove concentragdes diferentes de Serina (S):
TG+ 200mM S (TG200S), TG+ 100mMS (TG100S), TG+ 50mMS (TG50S), TG+
40mM S (TG40S), TG+ 30mM S (TG30S), TG+ 20mM S (TG20S), TG+ 10mM S
(TG10S), TG+ 5mM S (TG5S) e TG+ 2,5mMS (TG2,5S).

As coletas de semen foram realizadas por manipulagéo digital e a frequéncia de coleta
dos cdes foi de duas vezes por semana. Imediatamente ap0s a coletafoi avaliado o
volume e a concentragdio do ejaculado. Volume foi mensurado utilizando
micropipetadora. Concentracdo foi determinada através da camara de Neubauer. Os
ejaculados foram entdo fracionados entre os 10 tratamentos e entre os quatro momentos
de avaliagOes que seriam realizados (Oh, 24h, 48h e 72h), e diluidos nos tratamentos a
temperatura de 34° C na concentragio finalde 10x10 de espermatozoides/mL™. A curva
de resfriamento foi realizada em caixa condicionadora (Koolmate, Minitube, Ge), com
taxa de resfriamento de 0,3-0,5°C.min™ até atingir a temperatura de 5°C, permanecendo
as amostras armazenadas durante 72h.

A motilidade espermatica foi avaliada através sistema CASA em um microscopio optico
(Axio Scope Al1®, 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 lamina e
laminula.

As varidveis analisadas pelo sistema foram: 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). Cada amostra foi
avaliada em pelo menos 6 a 10 campos escolhidos aleatoriamente, 150 a 200
espermatozoides foram avaliados em cada campo. Foi realizada a anélise estatistica
one-way anova no software Statistix 9.0 (2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A motilidade total € um dos principais parametros utilizados para avaliar diluentes
embora a correlacdo entre motilidade e viabilidade funcional do espermatoz6ide em
caninos ndo esteja totalmente estabelecida (lvanova-Kicheva et al.,, 1997). Como
resultado deste estudo encontrou-se diferenca estatistica significativa na analise da
motilidade espermatica sendo esta dependente da concentracdo de serina e do periodo
de conservacao sob resfriamento analisado (Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4).

A manutencao da motilidade segundo Hay et al. (1997) esta relacionada ao movimento
progressivo. Quando analisado pelo sistema Casa logo ap6s a diluicdo (hora zero,
Tabela 1), os resultados para motilidade total e progressiva nos tratamentos TGO (63,3 e



24

57,6% respectivamente), TG2,5S (59,2 e 52,3%), TG5S (61,1 e 55,1%), TG10S (57,7 e
50,1%) e TG20S (57,9 e 50,5%) apresentaram resultados superiores aos demais
tratamentos. Nos parametros DAP, DSL, VAP e VSL analisados resultados obtido nos
tratamentos TG2,5S (29,3 e 24,6 um, 64,9 e 54,4 um/s respectivamente) e TG5S (31,3 e
26,3 um, 69,8 e 58,4 um/s) foram superiores aos demais tratamentos.

Apo0s 24 horas (Tabela 2) de resfriamento o tratamento controle apresentou motilidade
total e progressiva superiores (64,2 e 56,7%). Os parametros DAP, DCL, DSL, VAP,
VCL e VSL nos tratamentos TGO (30,6, 50,7 e 25,7 um, 67,1, 111,11 e 56,4 um/s) e
TG2,5S (28,9, 49,2 e 24,2um, 64,4, 109,1 e 53,7um/s) foram significativamente
superiores.

Mesmo apos 48 horas (Tabela 3) de resfriamento, os parametros motilidade total e
progressiva e DAP do tratamento contendo a concentragéo de serina de 5 mM (47,8 e
39,7%, 22,1um respectivamente), demonstrou resultados superiores aos demais
tratamentos. Nos pardmetros VAP e VSL, obtivemos resultados superiores nos
tratamentos TG5S (60,1 e 50,1 um/s) e TG10S (56,8 e 47,0 um/s).

Apos resfriamento de 72 horas (Tabela 4), na avaliagdo demotilidade total, o tratamento
TG2,5S (27,7%) foi superior, ja a motilidade progressiva ndo diferiu nos tratamentos
TG2,5S (18,3%) e TGO (17,2%) sendo esses superiores aos demais. Ja 0s parametros
DAP, DCL, DSL e VAP, nos tratamentos TGO (22,7, 41,7 e 17,9um e 90,8um/s),
TG2,5S (23,4, 42,1 e 18,7um e 92,2 um/s), TG5S (22,3, 41,1 e 17,8um e 90,4um/s) e
TG10S (22,3, 40,8 e 17,3um e 86,6um/s) foram os que apresentados resultados
superiores aos demais. Até mesmo apds 72h, as amostras apresentaram viabilidade
quando foi acrescentado 200mMol de serina ao diluente base Tris-gema (Tabela 4).

A figura 1 representa visualmente as curvas de motilidade total e progressiva das
amostras de semen canino resfriado, tratadas com diferentes doses de serina no meio
diluente em relacédo ao controle (dose 0) durante 48h. No tempo O, a presenca do
aminoacido até 10mM ndo altera o percentual de motilidade total e progressiva.
Observa-se a mesma tendéncia de curva para motilidade total e progressiva no controle
e no tratamento contendo 2,5mM de serina e para os tratamentos 5 e 10mM. Apos 24h
de tratamento, nas concentracfes de 5 e 10mM observa-se um platd com menor perda
de viabilidade apontando o efeito protetor de concentragdes baixas da serina no meio de
diluicdo durante o processo de refrigeracdo. Valores de motilidade total e progressiva
obtidos no periodo de refrigeracdo de 48h no meio diluente contendo 5mM de serina
foram superiores aos observados no controle indicando um efeito protetor enquanto que
apés 72h o meio contendo 2,5mM de serina apresentou motilidade total
significativamente superior ao controle, indicando uma ampliacdo da viabilidade dos
espermatozdides.

Estudos em diferentes espécies apresentam resultados amplamente variaveis quanto aos
aminoacidos a serem utilizados e as concentracdes mais adequadas (Tuck et al., 1970;
Trimeche et al., 1999; Sexton et al., 1971; Pena et al., 2004).

CONCLUSAO
A adicdo de serina em concentragdes de até 5 mM sdo promissoras para uso em
diluentes de semen canino visando manter os parametros de motilidade espermatica,
sendo o potencial protetor da adi¢do de serina em diluidores de semen canino é dose e
tempo dependente. Novos estudos serdo realizados buscando estabelecer a relagdo entre
o0s parametros avaliados a eficiéncia funcional do semen canino.
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ANEXOS
Tabela 1. Efeito da adigcdo diferentes concentracGes de serina (OmM, 2,5mM, 5mM,
10mM, 20mM, 30mM, 40mM, 50 mM, 100 mM,200 mM) no diluente TG em amostras
resfriadas de sémen canino sobre parametros de motilidade espermaética analisado pelo
CASA na hora zero (Computer Assisted Sperm Analysis).

TGO TG2,55 TG5S TG10S TG20S TG30S TG40S TG50S TG100S TG200S

MT |633" 59,2°8 61,14 57,77 579" 5168  443° 46,7 27,0° 15,7¢

MP |57,6% 52,3%8 5517 50,1°%  50,5"® 43,0%¢  355° 356 16,2° 7,8P

DAP |289%¢ 293 313" 28,88C  2828C  266°P  245°F 222F 17,65 15,37
DCL | 48,9° 49,1° 54,24 48,7° 49,28 4718 41,6°  38,8° 30,0° 26,4°
DSL |23,4° 246" 26,3" 23,98 225%¢ 211 196°  17,3F 13,67 11,77
VAP | 63,78 64,9°%  69,8" 64,3° 62,85 58,0°°  544°P 485F 39,1F 36,17
VvCL |107,5®8  1085®  1204* 108,3® 109,58 102,7° 91,8° 846° 65,9° 61,4°
VSL | 51,58 54,48 584" 53,28 50,15  46,1°®  43,7° 378F 30,4° 27,6°

STR |0,794¢ 0,830 0,831* 0,816"® 0,785°° 0,777°PF 0,792¢ 0,758  0,777°PF 0,762

LIN |0,473"8¢ 0,501 0,491" 0,497 0453%¢ 0,443 0,485"® 0,449 0500 0,473"EC
WOB | 0,5915¢P  0,600"8¢ 0,585 0,600°%¢ 0,573"% 0,564° 0,608" 0,5885P 0,631 0,612"%
ALH |4,17%0 4248 4627 438" 440" 4,05° 385°F 343F 3,06° 3,62FF

BCF |205" 17,78 150980 157BCD  162BCD 1§3BC  15BCD 153BCD 133D 171D

Letras distintas demonstram diferenca estatistica nas linhas (P>0.05).

Motilidade total (MT, %), Motilidade progressiva (MP, %), Deslocamento lateral de cabeca (ALH, pum),
frequéncia de batimento cruzado (BCF, um), distancia média percorrida (DAP, um), distancia curvilinea
(DCL, pm), distancia retilinea (DSL, um), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %), velocidade
média de percurso (VAP, um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s), (VSL, pm/s), wobble — oscilagéo
(WOB, pmy/s).
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Tabela 2. Efeito da adicdo diferentes concentraces de serina (OmM, 2,5mM, 5mM,
10mM, 20mM, 30mM, 40mM, 50 mM, 100 mM,200 mM) no diluente TG em amostras
resfriadas de sémen canino sobre parametros de motilidade espermaética analisado pelo
CASA nas 24 horas (Computer Assisted Sperm Analysis).

TGO  TG255 TG5S  TG10S TG20S TG30S TG40S TG50S TG100S TG200S
MT |642%  559° 51,78 40,5¢ 28,8°  39,7¢ 29,8° 28,8°  20,6° 18,9%
MP |56,7%  474° 43,88 31,4¢ 200°  31,0¢ 21,3° 17,8 10,9F 11,5%
DAP |30,6% 289" 27,08 24,7¢ 209°  23,7¢ 21,1° 20,9°  190°  139F
DCL |50,74  49,2"8 4558¢  430°°  351F  408°F 37,05 366 345F 20,5°
DSL |257%  24,2"8 22,65 20,1¢ 17,18 19,0°°  16,8F 16,25F  14.4F 11,6°
VAP |671% 644" 59,98 54,8¢ 472°  535° 46,4° 46,0°  42,7°  330F
VCL |111,0% 109,1"®  100,6%¢ 94,8  782F  914P 80,7¢ 80,28  76,3F 48,07
VSL |564"  537F 50,08 44.4° 388°  431° 37,2° 3587 32,7F 27,7°
STR [0,831* 0,826"® 0,828* 0,800°¢ 0,820"® 0,800%¢ 0,792°® 0,770° 0,763 0,846"
LIN |0,5015¢ 0,491 0,496 0,467°PF 0,5255%¢ 0,479°PF  0,474°PF 0,459F 0,460°F 0,632"
WOB | 0,600%¢ 0,589° 0,596  0,578°  0,632® 0,594° 0589 0,589° 0,591° 0,739"
ALH |3,96"® 4,25 395%%  3765¢  365°C 388° 330"  354°° 346°°  3,02F
BCF |234*% 17,2° 18,08 16,78 13,0°P  156%¢  17,0° 16,7®  152%¢  10,8°

Letras distintas demonstram diferenca estatistica nas linhas (P>0.05).
Motilidade total (MT, %), Motilidade progressiva (MP, %), Deslocamento lateral de cabeca (ALH, pum),
frequéncia de batimento cruzado (BCF, um), distancia média percorrida (DAP, um), distancia curvilinea
(DCL, pm), distancia retilinea (DSL, um), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %), velocidade
média de percurso (VAP, um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s), (VSL, pm/s), wobble — oscilagéo
(WOB, pmy/s).
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Tabela 3. Efeito da adicdo diferentes concentraces de serina (OmM, 2,5mM, 5mM,
10mM, 20mM, 30mM, 40mM, 50 mM, 100 mM,200 mM) no diluente TG em amostras
resfriadas de sémen canino sobre parametros de motilidade espermaética analisado pelo
CASA nas 48 horas (Computer Assisted Sperm Analysis).

TGO TG255 TG5S  TG10S TG20S TG30S TG40S  TG50S TG100S TG200S
MT |38,1° 36,7° 47,8% 39,08 25,3¢ 28,3¢ 23,9° 23,7° 103°  92°
MP | 29,1° 28,18 39,74 29,48 17,8 1955° 13,2° 11,8°  26F 0,9F
DAP |2458¢  248%8¢ 268" 2558 228 205F 20,9F 19,65  16,8° 13,1F
DCL |42,9°® 435" 456" 439"  40,28¢  353° 37,0° 36,0°° 29,8F 19,47
DSL |20,18¢  204B 22,14 21,1¢ 18,5° 16,4° 16,5° 1445 12,35 101F
VAP |54,1%¢ 5528 60,1* 56,8°  50,8° 46,4° 46,6° 433° 375F 35,4F
VCL |94,3%® 967" 101,9* 97,47 88,55 79,67 82,0P 78,7°  655F 50,7
VSL |44,3%¢ 4558 50,1 470" 41,3 37,3° 36,8° 31,88  274F 27,5°
STR [0,809% 0,812°%¢ 0,832 0,819"® 0,808%¢ 0,801%°° 0,782° 0,726 0,735F  0,787°P
LIN |0,466°° 0,465°° 0,5045°° 0,481%°° 0,481%°° 0,4907%¢ 0,453° 0,404 0,455°° 05774
WOB | 0,572°° 0,569 0,6015¢ 0,583%°P 0,589%°° 0,603®  0,576°°" 0,550° 0,609® 0,716"
ALH |3,86°PF 3,048¢ 4178  3901°°  3928¢  378°PF  363F 3,65°F  3,68°PF 438"
BCF |1574 17,18 16,5% 16,8% 16,3% 14,6% 16,9% 16,2%  132%  6,.2°

Letras distintas demonstram diferenca estatistica nas linhas (P>0.05).
Motilidade total (MT, %), Motilidade progressiva (MP, %), Deslocamento lateral de cabe¢a (ALH, pm),
frequéncia de batimento cruzado (BCF, um), distancia média percorrida (DAP, um), distancia curvilinea
(DCL, um), distancia retilinea (DSL, um), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %), velocidade
média de percurso (VAP, um/s), velocidade curvilinea (VCL, pm/s), (VSL, pum/s), wobble — oscilagio
(WOB, umy/s).
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Tabela 4. Efeito da adicdo diferentes concentracGes de serina (OmM, 2,5mM, 5mM,
10mM, 20mM, 30mM, 40mM, 50 mM, 100 mM,200 mM) no diluente TG em amostras
resfriadas de sémen canino sobre parametros de motilidade espermaética analisado pelo
CASA nas 72 horas (Computer Assisted Sperm Analysis).

TGO TG2,55 TG5S  TG10S TG20S TG30S TG40S TG50S TG100S TG200S
MT | 23,8 27,74 21,68 15,5° 154° 138 163 159° 158° 11,9¢
MP 17,24 18,3* 11,8% 7,3%P 50°  53°®  gp2° 6,3 55 1,2°
DAP | 22,74  234%  223%  223° 186%  175®  195®  188°%  17,1° 7,8°
DCL |41,7%  421* 414" 408" 322®8  304%¢ 350%® 3558  30,7%¢  102°
DSL | 17,9% 18,74 17,8% 17,3% 142% 131  146®  137®  126° 6,5°
VAP | 497%%  514% 49,0  475° 41,3 392  432°  407° 391° 16,1°
VCL |908%  922% 904" 866"  704%¢ 67,6 769°  767%C 6845  210°
VSL  [39,1% 410 390  36,9° 31,6° 29,7°  325°  296° 292 13,5°
STR |0,781% 0,792 0,788" 0,765"® 0,761"® 0,758"® 0,745"® 0,724® 0,749"® 0,838"
LIN |0432% 0,442" 0435% 0,426"® 0,464"® 0468"° 0,428"® 0,389°% 0,448"® 0,680"
WOB |0,549°° 0,554°P 0,549°° 0,554 0,601® 0,610° 0,568° 0,535° 0,588%C 0,808"
ALH |[390"* 39" 368*® 335° 3,43%¢ 315  336%¢ 3,07° 3,63°%¢ 067"
BCF |17,4* 16,74 18,0% 17,8% 13,9%¢  14,9%8¢ 1g82% 165" 196" 9,2¢

Letras distintas demonstram diferenca estatistica nas linhas (P>0.05).
Motilidade total (MT, %), Motilidade progressiva (MP, %), Deslocamento lateral de cabe¢a (ALH, pm),
frequéncia de batimento cruzado (BCF, pum), distdncia média percorrida (DAP, pum), distancia curvilinea
(DCL, um), distancia retilinea (DSL, um), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %), velocidade
média de percurso (VAP, um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s), (VSL, pm/s), wobble — oscilagao
(WOB, um/s).
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Figura 1.Efeito de diferentes concentracfes de Serina (2,5 mM, 5 mM e 10 mM) e o controle (0), em
amostras de sémen canino, resfriados a 4°C por 72 horas sobre os parametros de motilidade espermatica
progressiva (p) e total (t) analisados no CASA (computer Assisted Sperm Analysis).




4 Consideracdes Finais

O sémen canino perde a viabilidade mesmo sob refrigeracdo, sendo
necesséario a adicdo de um diluente capaz de suprir as demandas energéticas e
proteger a estrutura e fisiologia celular do estresse oxidativo, térmico e osmético. A
serina, aminoacido polar desprovido de carga mostrou-se um aditivo promissor
durante a refrigeracdo tendo seus efeitos dependentes da dose e do periodo de
refrigeracdo. Novos estudos deverdo avaliar seu potencial como aditivo para

conservagao do sémen canino em temperaturas ultrabaixas.
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