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SUMARIO

VARELA JUNIOR, ANTONIO SERGIO, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2005.
Efeito da lipoproteina de baixa densidade sobre a qualidade do sémen canino
submetido a criopreservagdo. Dissertagdio (Mestrado em Ciéncias Veterinarias —
Reproducdo Animal). Faculdade de Medicina Veterindria. Orientador: Deschamps, Jodo
Carlos.

A gema de ovo ¢ um dos crioprotetores externos mais utilizados na preserva¢do seminal,
apresentando, como um dos constituintes na sua composicdo, lipoproteina de baixa
densidade (LDL). A acdo protetora a baixas temperaturas, exercida pela LDL, ¢ atribuida a
incorporagdo, na membrana celular, de seus fosfolipidios e colesterol, bem como através
da associacao da LDL com as proteinas do plasma seminal, evitando que estas seqliestrem
fosfolipidio e colesterol da membrana espermadtica, aumentando a sua estabilidade e
protegendo o espermatozoide do choque térmico. Entretanto, a gema também contém
outras substincias prejudiciais ao espermatozoide, as quais provocam, principalmente, a
diminui¢do da motilidade e da quantidade de fosfolipidio e colesterol. O objetivo deste
trabalho foi de verificar o efeito da adicdo de LDL, na composi¢do de diluentes utilizados
para congelamento e resfriamento a 5 °C do sémen canino, sobre algumas caracteristicas
espermaticas.No experimento 1 (Exp.1) foram coletados 5 ejaculados de sémen de 4 caes
da raga Cocker Spaniel. Apos a coleta, os ejaculados foram centrifugados e diluidos em:
Tris-Glicose adicionado de 20% de gema de ovo (T1), e Tris-Glicose adicionado com 6%
(T2), 8% (T3) e 10% (T4) de LDL. Ap6s a diluicdo o s€émen foi mantido por 1 h a 20°C,
sendo que apos este periodo a temperatura foi reduzida gradualmente durante 2 h, até
atingir 5°C. Foram avaliados a motilidade (MOT), a integridade de membrana (IM) e a
morfologia (MORF) nas 24, 48, 72, e 96 h, bem como o tempo maximo de duracdo
(TMD). No experimento 2 (Exp2) foram coletados ejaculados de 4 caes da raga Cocker



X

Spaniel (3 repeticdes) e 2 cdes da raca Pastor Alemdo (4 repetigdes), executando os
mesmos procedimentos realizados no experimento 1, apds foi adicionado (v/v), a 5°C, os
mesmos tratamentos adicionados de 10% de glicerol (concentragdo final de 5%) e
posteriormente as palhetas foram congeladas a 5 cm do nitrogénio liquido. Apods o
descongelamento, foram avaliadas a motilidade (MOT), integridade de membrana (IM) e a
morfologia espermatica (MORF). No Exp.1, o TDM do T1 (152,6 h) foi menor (P < 0,01)
que nos tratamentos T2 (204,4 h), T3 (212,1 h) e T4 (200,6h), entretanto, estes nao
diferiram (P > 0,05) entre si. A MOT e IM, no Exp.1 nas 24, 48, 72, ¢ 96h ¢ no Exp.2 apos
o descongelamento, nos tratamentos T2, T3 e T4 nao diferiram (P > 0,05) entre si, mas
foram superiores (P < 0,01) ao T1. Sendo que nas 96 h as MOT foram de 61,5% no T1,
70,5% no T2, 75,5% no T3 e 70% no T4 e as de IM foram 35,5% no T1, 45,3% no T2,
47% no T3 e 45,1% no T4. A MOREF. néo diferiu (P > 0,05) entre os tratamentos em todos
os tempos avaliados em ambos os experimentos. Em conclusdo, a substitui¢do da gema de
ovo por LDL, foi benéfica para a manutencdo da qualidade espermatica canina, quando

preservado a temperatura de refrigeracao a 5°C ou congelado.
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SUMMARY

VARELA JUNIOR, ANTONIO SERGIO, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2005.
Effect of low-density lipoprotein on the quality of cryopreserved canine semen.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias — Reproducdo Animal). Faculdade de

Medicina Veterinaria. Orientador: Deschamps, Jodo Carlos.

Egg yolk is one the most used external cryoprotectors for semen preservation. Its
composition includes low-density lipoprotein (LDL). The LDL cryoprotecting action is
attributed do the incorporation of phospolipids and cholesterol to the cell membrane, as
well as to its association with proteins present in seminal plasma, preventing that they
could take such substances from the cell membrane, making such membrane more stable
and decreasing sperm sensitivity to cold shock. However, egg yolk also contains other
substances detrimental to the sperm, which can lead to reduction in motility and in the
phospolipids and cholesterol content. The objective of this study was to evaluate the effect
of the replacement of egg yolk by LDL in extenders for canine semen frozen and cooled at
5 °C considering parameters of semen quality. In Experiment 1 (EXP1) 5 ejaculates were
collected from 4 Cocker Spanil dogs and, after centrifugation, extended according to 4
treatments: Tris-Glucose plus 20% egg yolk (T1), Tris-Glucose plus 6% LDL (T2), Tris-
Glucose plus 8% LDL, Tris-Glucose plus 10% LDL. After semen incubation at 20°C
during 1 h, the temperature was gradually reduced during 2 h up to 5°C. Sperm motility
(MOT), membrane integrity (MI) and morphology (MOR) were evaluated were evaluated
at 24, 48, 72 and 96 h, along with the maximum survival time (MST). In Experiment 2
(EXP2), semen samples were collected from 4 Cocker Spanil (3 repetitions) and 2 German

shepherd (4 repetitions), following the same procedures of EXP1. Subsequently, the same
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treatments of EXP1 were applied at 5°C, with the inclusion of glycerol at 10% (final
concentration equal to 5%) for freezing. Straws were thawed in liquid Nitrogen at 5 cm.
After thawing, the same semen quality parameters were evaluated. In EXP1, MST was
lower for T1 than for the other treatments (P < 0,01), but T2, T3 and T4 did not differ (P >
0,05). MOT and MI did not differ among T2, T3 and T4 at 24, 48, 72, and 96 h in EXP1
and after thawing in EXP2 (P > 0,05), but all those 3 treatments present superior results in
comparison with T1 (P < 0,01), in both experiments. MORF did not differ among
treatments in both EXP1 and EXP2 (P > 0,05). In conclusion, purified LDL can replace

egg yolk in extenders for canine semen cooled at 5°C or frozen.
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INTRODUCAO GERAL

As taxas de prenhes e de parto em caes sdo geralmente baixas quando se utiliza
inseminacdo artificial com sémen resfriado e, principalmente, com sémen congelado
(Linde-Forsberg, 1993). Isto ocorre em razdo de que as células espermaticas, durante o
processamento, sofrem alteragdes em diversos componentes celulares (acrossoma, ntcleo,
mitocondria, axonema ¢ membrana plasmatica), reduzindo, assim, a qualidade do
ejaculado quando comparado ao sémen fresco (Amirat et al., 2004; Watson, 2000).
Conseqiientemente, protocolos de resfriamento e/ou congelamento, através da utilizagdo de
diluentes, previnem a lesdo de membrana e a formag@o de gelo intracelular. No entanto,
devido ao processamento, o choque térmico ¢ um dos principais fatores que podem
inviabilizar o sémen, causando alteragdes na estrutura e funcionalidade da membrana
plasmatica (Conacannon & Batista, 1989), o que leva a prejuizos para a motilidade e
morfologia espermatica (Holt, 2000). Com o objetivo de proteger a célula, adiciona-se aos
diluentes, a gema de ovo. Esta possui na sua constituicdo, a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) a qual protege o espermatozdide basicamente através de dois
mecanismos. Um dos mecanismos ¢ a associagdo do LDL a membrana protegendo o
espermatozoide (Bergeron et al., 2004; Watson, 1981). Além disto, comprovou-se que a
LDL promove a entrada de fosfolipidio e colesterol para a membrana e, também, previne a
saida de fosfolipidio e colesterol da membrana espermatica, formando um complexo com
as proteinas do plasma seminal (Bergeron et al., 2004; Manjunath et al., 2002). Desta
forma, impede que as proteinas do plasma seminal fiquem disponiveis para atuarem na
membrana espermatica, evitando assim o efluxo de fosfolipidios (Thérien et al., 1999;
Bergeron et al, 2004) e colesterol (Bergeron et al. 2004), conferindo a célula espermatica
maior resisténcia ao choque térmico.Entretanto, a gema de ovo, contém granulos que

dificultam a respiragdo do espermatozoide (Tosic & Walton, 1946) e diminuem a



motilidade espermatica (Pace & Graham,. 1974), outra desvantagem da utilizacdo da gema
de ovo ¢ que a mesma pode carrear microorganismos patogénicos, sendo assim, um risco
de contaminagdo.(Bosseau et al. 1998) Constatou-se também que quando a gema do ovo
foi separada em fracdes de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e de alta densidade
(HDL) e, comparada ambas a fracdes com a gema integral, a LDL obteve melhores
resultados, entretanto, a LDL nao havia sido purificada (Pace & Graham, 1974; Watson &
Martin, 1975).

Embora tenha sido comprovada, nas espécies bovina (Amirat et al. 2004; Moussa et al.
2002), ovina (Quinn et al. 1980), suina (Demaniowicz & Strzezek, 1996), ), a agdo
crioprotetora da LDL purificada da gema de ovo, nao foi verificada no sémen da espécie
canina. Portanto, em decorréncia da necessidade de formular um diluente que proteja
melhor a célula espermatica canina, durante os processamentos de preservacdo ao frio,
foram realizados dois experimentos, com o objetivo de verificar o efeito da adi¢cdo de LDL
purificado, em substituicdo a gema de ovo integral, na composi¢ao de diluentes, utilizados
para acondicionar s€émen canino refrigerado a 5 °C e, também, congelado, sobre as
caracteristicas espermdticas de integridade de membrana, motilidade, morfologia

espermatica e tempo de acondicionamento.
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Resumo

Em fungdo da agdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) presente em sua constitui¢do,
a gema de ovo ¢ o crioprotetor externo mais utilizado na preservagdo seminal, ainda que
também contenha outras substancias prejudiciais ao espermatozoide. O objetivo deste
estudo foi verificar o efeito da substituicdo de gema de ovo integral por diferentes
concentragdes de LDL em diluentes, sobre algumas caracteristicas de qualidade de sémen
canino resfriado a 5°C e congelado. No experimento 1 (EXP1) cada ejaculado foi
centrifugado e diluido em quatro tratamentos: Tris-Glicose com 20% de gema; 6; 8; ¢ 10%
de LDL (T1, T2, T3 e T4, respectivamente), permanecendo por 1 h a 20°C, sendo,
posteriormente, resfriado por 2 h a 5°C, para avaliacdo das caracteristicas espermaticas a
cada 24 h. No experimento 2 (EXP2) foram executados os mesmos procedimentos do
EXP1, sendo que foram adicionados 1/1 (v/v), aos mesmos tratamentos (T1, T2, T3 e T4),
10% de glicerol (5% de concentracdo final), com congelamento das amostras em palhetas
de 0,5 mL, a 5 cm do nitrogénio liquido. Foram coletados 20 ejaculados caninos em cada

experimento Avaliou-se a motilidade (MOT), integridade de membrana (IM) e morfologia



(MORF) para os 2 experimentos, ¢ ainda o Tempo até¢ motilidade minima de 50%
(TM50), somente no EXP1l. O TM50 no T1=152,6h foi menor (P < 0,01) que nos
tratamentos T2 = 204,4 h, T3 = 212,1 h e T4 = 200,6 h, mas ndo diferiu entre estes
tratamentos (P > 0,05). A MOT e IM as 24, 48, 72 ¢ 96 h (EXP1) e apds o
descongelamento (EXP2) ndo diferiu entre T2, T3 ¢ T4 (P > 0,05), porém a MOT nestes
tratamentos foi superior a T1 (P < 0,01).Sendo a MOT no descongelamento de 55,0%,
66,5%, 70,0%, e 67,5, ¢ nas 96h de refrigeramento foram de 61,5%, 70,5%, 75,5% e
70,0% para o T1, T2, T3 e T4 respectivamente. A MORF nao diferiu (P > 0,05) entre os
tratamentos, em nenhum periodo, em ambos os experimentos. Pode-se concluir que a
substitui¢do da gema de ovo por LDL foi benéfica para a manutencdo da qualidade do

sémen canino preservado a temperatura de refrigeragdo a 5°C e congelado.

Palavras chaves: LDL, refrigerag¢ao, congelamento, crioprotetor, sémen, cao.

1. Introducéo

Durante as ultimas décadas, a utilizagdo de sémen refrigerado e criopreservado de caes
vem sendo incrementada. Entretanto, o processo de criopreservagdo pode provocar o
choque térmico, acarretando diversas alteragdes em componentes das células espermaticas
(acrossoma, nucleo, mitocondria, axonema e membrana plasmatica), reduzindo assim a
qualidade e a viabilidade espermatica, em comparacdo com o sémen fresco [1, 2]. . Isto
ocorre em fung¢do de alteragdes na estrutura e funcionalidade celular [3], que podem levar a
prejuizos na motilidade e morfologia espermaticas [4].

Em funcdo destes problemas, os protocolos de resfriamento e/ou congelamento, utilizam
diluentes com crioprotetores que visam prevenir lesdes na membrana celular e a formagao
de gelo intracelular. Um dos crioprotetores externos mais utilizados em diluentes ¢ a gema
de ovo [5], em razdo de possuir em sua constituicdo a lipoproteina de baixa densidade
(LDL). Um dos possiveis mecanismos de protecdo atribuido a LDL seria a sua associagao
com a membrana espermatica do espermatozoide [6, 7]. Foulkes [8], ¢ Graham & Foot [9]
sugerem que a LDL pode-se aderir a membrana da célula espermatica durante o processo
de preservagdo espermatica. Segundo Anton et al. [10], o LDL forma uma pelicula
interfacial entre acidos graxos e a agua. Além disto, Bergerom et al. [6] descrevem que a
LDL promove a entrada de fosfolipidios e colesterol para a membrana dos

espermatozodides e também previne a saida de fosfolipidios e colesterol da membrana



espermatica [6], formando um complexo com as proteinas do plasma seminal [6, 11], de
modo que estas ndo fiquem disponiveis para atuarem na membrana. Desta forma, confere a
célula espermatica uma maior resisténcia ao choque térmico. Entretanto, a gema de ovo
utilizada na composicdo de diversos diluentes contém outras substancias que dificultam a
respiragdo celular [13] e diminuem a motilidade espermatica [14], além de constituir um
potencial risco de contamina¢ao com microorganismos [15].

Embora tenha sido comprovada, em outras espécies [1, 16-18], a ag¢ao crioprotetora da
LDL purificada da gema de ovo, ndo foi avaliada no sémen da espécie canina. O objetivo
deste estudo foi de verificar o efeito da adi¢do de LDL purificada na composi¢do de
diluentes, em substituicdo a gema de ovo integral, sobre caracteristicas de qualidade de

sémen canino refrigerado a 5°C e congelado.

2. Materiais e métodos

Foram realizados dois experimentos. No experimento 1 (EXP1) foi avaliado o efeito da
substitui¢do, no diluente Tris-glicose, da gema de ovo por LDL. Foram avaliados 4
tratamentos: um controle com gema de ovo a 20% (T1) [19] e 3 tratamentos na qual esta
foi substituida por LDL: a 6% (T2); 8% (T3); e 10% (T4) (peso/volume), com
acondicionamento do sémen a 5°C. No experimento 2 (EXP2), os mesmos tratamentos,

com adi¢do de glicerol a 5%, foram testados para sémen congelado.

2.1. Animais

No EXPI, foram utilizados 4 cédes da raga Cocker Spaniel, pertencentes de um criador
local, sendo realizadas 5 coletas (repeticdes) para cada um, totalizando 20 ejaculados
coletados. No EXP2, foram utilizados 4 caes da raca Cocker Spaniel (3 coletas em cada),
pertencentes a um criador local, e 2 cdes da raga Pastor Alem&o (4 coletas em cada),
pertencentes a brigada militar, totalizando 20 ejaculados coletados. Os ejaculados usados
no experimento tinham motilidade > 80%. As coletas foram feitas através de manipulagao
digital [20], em tubos conicos estéreis de 50 mL, sendo utilizada somente a segunda fragdo,

rica em espermatozdides.



2.3. Avaliagéo dos ejaculados

As avaliacdes de motilidade (percentagem de células moveis) e morfologia espermatica
foram feitas logo apds a coleta do sémen, em ambos os experimentos. No EXPI,
motilidade e morfologia espermaticas e integridade de membrana foram avaliadas nas 24,
48, 72, ¢ 96 h, bem como foi determinado o Tempo até motilidade minima de 50%
(TM50), definido como sendo o numero de horas em que o sémen permanecia com
motilidade superior a 50% [19]. No EXP2 a motilidade e morfologia espematicas foram
avaliadas, apos a centrifugacdo, antes do congelamento e ap6s o descongelamento,
enquanto a integridade de membrana foi avaliada apds o descongelamento.

As avaliagdes de motilidade foram feitas através de microscopia Optica (aumento de
200x, com contraste de fases), utilizando aproximadamente 10ul de sémen em lamina sob
laminula, ambas pré-aquecidas a 37°C [20].

A morfologia espermatica foi avaliada utilizando microscopio Optico (aumento de
1000x), através de contagem de 100 células, em ldmina Gmida corada com eosina e
classificada como espermatozodide normal ou espermatozdide com anormalidade de cabeca,
acrossoma ou cauda.

A integridade de membrana foi realizada através de choque hiposmético (CHIPO), com
uso de uma solugdo a base de 50% de citrato de sodio e 50% de frutose, ambas, em agua
destilada, sendo misturadas em partes iguais e diluidas com agua até se obter uma solugéo
hiposmotica de 75 mOsm/L. Na avaliacdo do CHIPO, recolhia-se uma aliquota de 100 pl
de sémen que foi adicionado a 900 pl da solug@o hiposmdtica, sendo homogeneizada ¢
incubada em banho-maria durante 15 minutos a 37°C. Depois da incubagdo, uma amostra
foi depositada na camara de Neubauer, sendo contadas 100 células em microscopio Optico
com contraste de fases (aumento de 200 x), registrando os espermatozdides que se
apresentavam normais e espermatozoides com enrolamento ou dobra da cauda. Para se
determinar um grupo controle para esta avaliagdo, um procedimento idéntico era realizado
com uma solucdo isosmotica (300 mOsm/L) ao sémen diluido. Portanto, o valor que foi
utilizado para andlise do CHIPO, corresponde a diferenca entre o ntmero de
espermatozdides com caudas enroladas, observadas no teste realizado com a solugdo

hiposmotica e isosmética [21].



2.4. Purificacdo do LDL da gema de ovo

Os ovos de galinha provenientes da granja da Universidade Federal de Pelotas, foram
quebrados manualmente e as gemas foram separadas das claras. Cada gema foi colocada
sobre um papel filtro para remocao da chalaca e tragos de clara aderida a membrana
vitelinica. Esta foi rompida e a gema colocada em um Becker resfriado em gelo. Separou-
se a fragdo plasmatica da gema, segundo método descrito por McBee e Cotterill [22], com
a gema de ovo sendo diluida duas vezes com solucdo salina isotonica (0,17 M NaCl) e
misturada por 1 h. Apos, a gema foi centrifugada por 45 minutos a 4°C por 10.000 x g e o
sobrenadante centrifugado novamente para remover completamente os granulos.

O plasma da gema do ovo, foi extraida através da técnica descrita por Moussa et al[17],
sendo 0 mesmo misturado com o sulfato de amonia a 40% por 1 h. O pH foi fixado e
mantido a 8,7 e a temperatura a 4°C, em seguida foi centrifugado a 10.000 x g por 45 min a
4°C, sendo o sobrenadante final rico em LDL, coletado para ser dialisado por um periodo
minimo de 8 h com agua destilada, para eliminagao do sulfato de aménia. Apos a dialise, o
LDL foi centrifugado a 10.000 x g por 45 min e o sobrenadante residual, rico em LDL foi

coletado.

2.5. Diluentes

O diluente Tris-glicose foi formulado com 3,025 g de Tris hidroximetil aminometano,
1,7 g de acido citrico, 1,25 g de glicose, 100 mg de benzilpenicilina, 100 mg de sulfato de
dihidroestreptomicina para 100 mL de agua destilada [19]. Nos tratamentos, foram
adicionados ao diluente Tris-glicose 40% de gema de ovo e, 12%, 16% e 20% de LDL (T1,
T2, T3 e T4, respectivamente). O pH de todos os diluentes foi ajustado em 6,85 [19].

2.6. Processamento do sémen

No EXP1, o sémen foi diluido 1/5 (v/v) com diluente Tris—Glicose a 37°C, e, em
seguida, centrifugado a 800 x g por 5 m. O sobrenadante foi descartado ¢ o pellet foi
ressuspenso em Tris-glucose, sendo dividido em 4 partes iguais, que foram alocadas aos
diferentes tratamentos em 1/1 (v/v). Os Tratamentos T1, T2, T3 e T4 alcangaram
concentragdes finais de 20% de gema de ovo, 6%, 8% e 10% de LDL, respectivamente. O

sémen ja diluido, em cada tratamento, foi submerso em 200 mL de 4gua isotérmica, com o



intuito de prevenir o choque térmico, em virtude das altas variacdes de temperatura [23].
Durante o experimento, o sémen permaneceu a 20°C por 1 h, sendo apo6s submetido a um
resfriamento por duas h, até chegar a 5°C. Esse periodo foi considerado como 0 h.

No EXP2 o s€men apo6s sofrer o mesmo processamento do EXP1, foi rediluido 1/1 (v/v)
nos tratamentos: Tris-glicose com 20% de gema de ovo (T1); Tris-glicose com 6% de LDL
(T2); Tris-glicose com 8% de LDL (T3); e Tris-glicose com 10% de LDL T4. Cada
tratamento recebeu inclusdo de 10% de glicerol, ficando ao final o tratamento 1 (T1) com
20% de gema de ovo e 5% de glicerol, e os tratamentos T2, T3 ¢ T4 com 6%, 8%, ¢ 10%
de LDL, respectivamente, e todos os tratamentos contendo 5% de glicerol ao final. O
sémen permaneceu em contato com o glicerol por 10 m, sendo envasado em palhetas de
0,5 mL. As palhetas foram expostas ao vapor de N,, permanecendo a 5 cm do LN, por 10
m ¢ apds eram submersas no LN,.

O descongelamento foi feito 7 apds o congelamento. O descongelamento ocorreu a 70°C

por 8 s. A amostra descongelada foi diluida em 1mL de Tris-glicose a 37°C.

2.7. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Statistix® [24]. Como variaveis
dependentes foram consideradas: motilidade (MOT) e morfologia (MORF) espermaticas;
integridade de membrana (IM); e Tempo até motilidade minima de 50% (TM50). Os
efeitos dos tratamentos e das coletas foram comparados com analise de varidncia com
medidas repetidas, com o efeito individual de cada macho doador de s€émen incluido dentro
do efeito dos tratamentos. A comparagdo entre as médias foi feita através do teste LSD.

Adicionalmente, foram gerados modelos de regressdo linear para as avaliagcdes de MOT e

IM em fungéo do tempo de acondicionamento do sémen.

3. Resultados

3.1. Experimento 1

A MOT no sémen a fresco foi de 94,2% + 6,2. A MOT, apds passar pela curva de

resfriamento (0 h), ndo diferiu (P > 0,05) entre os tratamentos (Tab. 1).



Ap6s o s€men permanecer acondicionado a 5°C por 24, 48, 72 ¢ 96 h, a MOT no T1 foi
inferior (P < 0,01) em relacdo ao T2, T3 e T4. Entretanto, a MOT néo diferiu (P > 0,05)

entre os tratamentos que incluiam LDL (Tab. 1).

Tabela 1: Motilidade espermatica (%) do sémen canino resfriado a 5°C, por tratamento e

periodo de estocagem. (incluir os erros-padrao das médias)

Tratamentos Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
T1 87.0° 79.0° 73.7° 68.2° 61.5°
T2 86.5" 83.5 83.0° 76.5° 70.5°
T3 88.5% 86.5 83.5 81.5° 75.5°
T4 87.0° 83.5 81.7° 76.5° 70.0°

2° T etras diferentes, na mesma coluna, representam diferenca (P < 0,01).

A IM foi menor no T1 (P < 0,01) quando comparada aos T2, T3 e T4, as 24, 48,72 e 96 h
(Tab. 2), mas T2, T3 e T4 nao diferiram entre si (P > 0,05).

Tabela 2: Integridade de membrana do sémen canino resfriado a 5°C, por tratamento e

periodo de estocagem (incluir os erros-padrao das médias)

Tratamentos 24 h 48 h 72 h 96 h
T1 46.2° 43.9° 42.7° 35.0°
T2 62.6" 57.0° 54.2° 45.3°
T3 59.1° 55.0° 54.0° 47.0
T4 57.3° 54.0° 49.4° 45.1°

3% etras diferentes, na mesma coluna, representam diferenca (P < 0,01).

As médias do TM50 (Fig. 1) dos tratamentos T2, T3 e T4 foram de 204,4 h (8,5 d), 212,1
h (8,8 d) e 200,6 h (8,3 d), respectivamente, ndo diferindo entre si (P > 0,05). Entretanto,

estas médias foram superiores (P < 0,01) ao valor observado para T1 (152,6 h/6,4 d).
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Figura 1. Tempo até motilidade minima de 50% do sémen canino resfriado a 5°C.

Barras com cores diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos (P < 0,01).

A percentagem de MORF normal nao diferiu (P > 0,05) entre os tratamentos, em cada

um dos periodos de avaliagdo (Tab. 3).

Tabela 3: Percentual de morfologia espermatica normal em sémen canino resfriado a 5°C,

por tratamento e periodo de estocagem. (incluir os erros-padrao das médias)

Tratamentos 24 h 48 h 72h 96 h
T1 87.0 85.7 84.6 83.4
T2 87.3 85.9 85.0 83.3
T3 88.8 87.9 86.7 85.3
T4 87.7 86.6 86.2 84.1

Nao houve diferenga nos valores na mesma coluna (P> 0,05).

Através da regressao linear, observou-se que a MOT diminuiu no decorrer do tempo, em
todos os tratamentos. Entretanto, no T1 a queda da motilidade foi mais acentuada em
relagdo aos demais tratamentos (Fig. 2). Estes resultados demonstram que, & medida que
aumenta o tempo de acondicionamento do sémen a 5 0.C, a motilidade no T1 decresce
mais intensamente do que nos tratamentos com LDL, de modo que, apds 96 h, a motilidade
do T1 se encontra 15 pontos percentuais abaixo da motilidade do T4, que seria o

tratamento com motilidade inferior entre os que incluem LDL.

11



©
(&

A T1=90,60-0,31771h
T2=92,45-0,22708h

g® T3=92,75-0,17708h
S 85 T4=92,30-0,23125h
E
£ 80
g_ \I\OQO
4
75
3 T2
©
=70 T4
g
65 -
T1
60 O
12h 24h 36h 48h 60h 72h 84h 96h

Tempo de acondicionamento a 5°C
FIGURA 2 - Regressao linear da motilidade espermatica de s€men canino resfriado a 5°C,
por tratamento, em func¢do do tempo de acondicionamento.
T1 (Quadrado), R* = 0,55; T2 (Triangulo), R* = 0,46, T3 (Circulo), R* = 0,39;
T4 (Losango), R* = 0,49

Ja para a variavel IM, o T1 nas 12 h preservou aproximadamente 50% de células integras
0 que somente ocorreu com os tratamentos com LDL as 84 h (Fig. 3). Estes resultados
indicam que o efeito crioprotetor dos tratamentos com LDL sobre a integridade de

membrana é constante desde o inicio do acondicionamento do sémen.
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FIGURA 3 - Regressdo linear da integridade de membrana de sémen canino resfriado a

5°C, por tratamento, em fun¢ao do tempo de acondicionamento.
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T1 (Quadrado), R* = 0,12; T2 (Triangulo), R* = 0,23, T3 (Circulo), R* = 0,12;
T4 (Losango), R* = 0,12

3.2. Experimento-2

A MOT no s€men a fresco foi de 87,5%. Entre os tratamentos, a MOT nao diferiu (P >
0,05), apos ter sido adicionado o diluente com o glicerol (Tab. 4). Apds o descongelamento
a MOT e a IM foram superiores (P < 0,01) nos tratamentos com LDL, em compara¢do com
o tratamento utilizando gema de ovo (T1). Porém, ndo foi observada diferenca (P > 0,05)
entre os tratamentos que utilizaram LDL (Tab. 4). A percentagem de células
morfologicamente normais, apos o s€émen ser descongelado, nédo diferiu (P > 0,05) entre os

tratamentos.

TABELA 4: Motilidade espermatica pré-congelamento ¢ motilidade (MOT), percentagem
de células morfologicamente normais (MORF) e integridade de membrana espermatica

(IM) do sémen ap6s o descongelamento. (incluir os erros-padrdo das médias)

Pré-congelamento Descongelamento
Tratamentos
MOT MOT MORF 1M
T1 80,0° 55,0° 71,1° 199
T2 80,5° 66,5° 70,1° 38,2°
T3 81,0° 70,0° 72,6° 42.4°
T4 81,5° 67,5° 70,0° 39,4°

Letras diferentes, na mesma coluna, representam diferenca (P < 0,01).

4. Discussao

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o LDL ¢ mais eficiente como
crioprotetor do que a gema de ovo, na composi¢do dos diluentes Tris-glucose utilizados
para diluicdo de sémen canino, tanto para preservar o sémen a 5°C, bem como no
congelamento. Os tratamentos com LDL apresentaram MOT e IM superiores ao tratamento
com gema de ovo. Entretanto, ndo observou-se efeito das concentracdes de LDL. Este
resultado sugere que mesmo o menor nivel de LDL utilizado neste experimento (6%), €

capaz de proteger a célula espermatica das injarias a baixas temperaturas.
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O modelo de regressao linear usado na avaliagdo da IM ressalta os efeitos crioprotetores
da LDL, em qualquer dos tratamentos, ja apos 12 h de acondicionamento, o que se mantém
até 96 h. E importante ressaltar que, apds 84 h, a IM dos tratamentos com LDL seriam
similares a IM do T1 as 12 h. Desta forma fica evidente a superioridade do LDL na
protecdo a membrana da célula espermdtica. No que diz respeito a motilidade, os
tratamentos com LDL também demonstraram ser capazes de reduzir os efeitos negativos
do tempo de acondicionamento. Porém, a diferenca em relacdo ao T1, aparentemente, foi
menos caracteristica no inicio do acondicionamento, tornando-se mais evidente apos 48 h.
Portanto, o efeito crioprotetor da LDL se manifesta inicialmente sobre a IM e,
posteriormente, também sobre a motilidade. Os coeficientes de determinagdo relativamente
baixos para os modelos de regressdo linear para motilidade para os tratamentos com LDL,
em relagdo ao T1, indicam que existe um maior percentual de variagdo na motilidade
explicado somente pelo tempo de acondicionamento. Isto pode ser atribuido ao efeito
crioprotetor do LDL nestes tratamentos, o que minimiza o impacto do efeito do tempo. Nos
modelos para IM, os coeficientes foram reduzidos, em todos os modelos, indicando que
outros fatores ndo avaliados podem influenciar esta resposta.

Como demonstrado por outros autores [1,6,11,17,25,26], a fracdo LDL da gema de ovo ¢
a responsavel pelo efeito protetor exercido sobre as células espermaticas submetidas ao
congelamento ou a refrigeracdo. Um filme protetor, formado ao redor da membrana
plasmatica da célula espermatica, seria o responsavel pelo efeito crioprotetor. Este efeito
tem sido atribuido aos fosfolipidios [18] ou as apoproteinas [17] presentes na LDL.
Bergeron et al. [6] demonstraram que a LDL diminui a ligagdo das proteinas do plasma
seminal (BSP) ao espermatozodide, prevenindo o efluxo de fosfolipidios e colesterol da
membrana plasmatica. As BSP, que entram em contato com a célula espermatica durante a
ejaculacdo, seqiiestram os fosfolipidios [6,12] e o colesterol [6] da membrana celular,
tornando-a mais suscetivel ao choque térmico, provavelmente pela alteragdo na relagdo
colesterol/fosfolipidio. Além disso, a associacdo entre as BSP e o espermatozoide ¢
dependente do tempo de exposi¢do e da temperatura a qual a célula espermatica ¢
submetida [11]. A LDL também promove a entrada de fosfolipidios e colesterol para a
membrana espermatica [6], conferindo uma maior resisténcia contra o choque térmico.
Além disso, a LDL, nas suas propriedades fisicas e estruturais, possui alta solubilidade,
bom poder emulsificante e boa estabilidade, ndo demonstrando alterar sua estrutura, em

temperaturas extremas (-80°C & 75°C)[10]. Estas propriedades também podem contribuir
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para aumentar a protecdo as células espermaticas, quando submetidas aos processos de
resfriamento e congelamento.

Outro fator responsavel pelo efeito crioprotetor observado seria a remogdo das
substancias prejudiciais que fazem parte da composi¢do da gema de ovo, dentre elas:
granulos, minerais ¢ a fragdo de lipoproteina de alta densidade, sendo que esta ultima
potencializa a agcdo das proteinas do plasma seminal no efluxo de fosfolipidio e colesterol
da membrana espermatica [12]. Tais substancias podem dificultar a respiracao celular [13]
e diminuir a motilidade espermatica [14].

A MOT e a IM, em ambos os experimentos, foram superiores nos tratamentos que
utilizaram LDL em relagdo ao que utilizou gema de ovo, sendo o TM50 superior nestes
tratamentos, demonstrando assim, que quando se almeja preservar o sémen por periodos
prolongados o melhor ¢ utilizar a lipoproteina purificada. Resultados que relatam efeitos
positivos da substituicdo de gema de ovo por LDL em diluente usados na criopreservagio
de s€émen também foram relatados para s€men das espécies bovina [17], suina [16] e ovina
[27]. A MOT apds o descongelamento observada no tratamento controle (55%), situa-se
muito proxima a MOT observada nos experimentos de Yldiz, et al. [28] e Pefia & Linde-
forsberg [29] (47,9% e 60%, respectivamente) os quais também utilizaram o diluente Tris-
glucose. Entretanto, estes estudos utilizaram protocolos de congelamento diferente do
utilizado no presente trabalho. Deve-se ressaltar que as médias para a MOT com sémen
congelado em T2, T3 e T4, (66,5%, 70% e 67,5%, respectivamente), ainda que ndo tenham
diferido entre si, sdo numericamente superiores aos encontrados por Yldiz, et al. [28] que
utilizou o mesmo diluente com diferentes acucares, demonstrando o incremento,. atribuido
ao LDL, na prote¢do aos espermatozodides.

Concluindo, a utilizacdo da LDL purificada em substituigdo a gema integral, na
composicao dos diluentes utilizados para acondicionar o sémen canino a 5°C ou congelado,
proporcionou uma maior percentagem de células espermaticas moveis e integras. Além
disso, ndo observou-se alteracdo na percentagem de células morfologicamente normais
verificando-se, porém, um aumento do Tempo até motilidade minima de 50% quando o
sémen foi refrigerado. Portanto, a utilizacdo da LDL purificada na composicao do diluente

Tris-Glicose, foi benéfica para a qualidade do s€émen canino submetido a criopreservacao.
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