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RESUMO

Investigou-se o efeito da secregiio prostitica autéloga na motilidade poés-descongelamento, na integridade de acrossomo
e na ades@o intercelular de espermatozéides criopreservados em diluidores com TRIS-gema de ovo e com TRIS-BSA. O
experimento mostrou que a adigiio de secre¢io prostitica promoveu um efeito benéfico sobre a manutengio da integridade
dos acrossomos. Niio foram observadas alteragGes com referéncia a motilidade e 2 exposi¢io dos espermatozaéides frente
i secre¢io prostdtica, também nio levou a uma redugdo significativa da adesio interespermdtica. No entanto, apés 60
minutos de incubagio a 37°C, a presenca da frag@o prostédtica parece ter favorecido a dissociagiio espermitica dos ejaculados
diluidos com TRIS-BSA 0,25% (60% das amostras). Ao [inal do periodo de observagio, foram verificadas diferentes
percentagens de sobrevivéncia espermdtica nas amostras diluidas com TRIS-gema de ovo (40% das amostras), com
TRIS-BSA 0,25% (80% das amostras), com TRIS-BSA 0,50% (40% das amostras) e com TRIS-BSA 1,00% (50% das

amostras).

UNITERMOS: Sémen; Acrossomo; Cies.

INTRODUCAO

avaliaciio da interaciio e do efeito do plasma seminal
sobre os espermatozéides mostrou que, sob certas
condi¢es, a presencga desse componente do sémen
aumenta a resisténcia celular ao choque térmico, além de
contribuir para a manutengao da sobrevivéncia espermdtica'’.

Notling; Volkmann® constataram um efeito positivo da
adigido de secregdo prostdtica autéloga sobre os indices de
fecundacdo em fémeas caninas submetidas & inseminacio
vaginal com sémen crioprocessado. A adi¢do da secreciio
prostitica aumentou significativamente os parimetros tamanho
de ninhada, indice de concepgio e indice de prenhez nas fémeas
observadas.

A secreciio prostdtica fisioldgica canina caracteriza-se
por apresentar pressdo osmética igual a 300,6+/-14,8 MOSm/
Kg. A concentragiio em fons de sédio e de cloreto € elevada.
Possui potencial hidrogenionico (pH) variando entre 6,0 e 7,2;
¢ incolor e acelular®!'. A presenca de constituintes como zinco,
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glicogénio, AMP ciclico e enzimas transformadoras de
esterdides € referenciada na literatura ao lado de reduzidos
teores de frutose e dcido citrico™'.

Observagdes efetuadas por Ekrod’ e por Terhaer et
al.¥®, investigando a influéncia da frag@o prostitica sobre os
parimetros de motilidade e integridade acrossémica em
espermatozéides caninos descongelados, apontaram para um
efeito de protegiio induzido pela adigao da secregiio prostitica
que elevou significativamente o nimero de espermatozéides
com movimento progressivo, assim como sua velocidade nas
amostras avaliadas. Os autores relacionaram a elevagio da
motilidade espermdtica a alta concentragio de enzimas
presentes na secrec¢dio prostdtica, e cuja andlise quimica
permite identificar uma grande variedade: amilase, [3-
glucuronidase, fibrinogenase, fosfatases dcida e alcalina,
deoxirribonucleases'™. O efeito da secre¢do seminal
heteréloga sobre a motilidade e integridade acrossémicaem
espermatozdides eqtiinos crioconservados foi investigado por
Aurich et al.'. A inclusdo da secregiio efetuada previamente
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a crioconservagao e na concentragao de 30% do volume
seminal mostrou um efeito benéfico sobre os parimetros
avaliados, quando o plasma seminal de garanhdes com elevada
motilidade espermitica no pdés-descongelamento era
incorporado ao sémen de animais possuidores de indices
reduzidos para o mesmo parimetro.

Outros autores relataram, no entanto, o efeito adverso
do plasma seminal sobre a viabilidade espermitica, observando
adicionalmente que a adi¢do da primeira ou da terceira fragoes
do ejaculado canino a fragdo espermdtica influenciava de
forma negativa a percentagem de motilidade dos
espermatozéides das amostras, e determinava inclusive sua
imobilidade completa dentro de periodos de incubagio de duas
horas®*. Multamiiki et al.** relacionam como fatores
depreciativos na espécie humana substéincias téxicas do plasma
seminal, composicdo plasmatica inadequada do sémen e a
presenca de auto-anticorpos espermdticos circulantes, que nos
humanos induz a auto-imunidade especifica. Quando este
fendmeno ocorre, o espermatozéide niio consegue penetrar no
muco cervical ou ocorre reducio da motilidade durante o
transporte espermdtico em mulheres sensibilizadas®. Como
resultado da presenca de auto-anticorpos circulantes, é
verificada aglutinagdo celular, condi¢do na qual os
espermatozdides moveis de um ejaculado ficam aderidos entre
si¥. A adesao interespermitica, que pode ser do tipo cabega
com cabeca ou cauda com cauda, € bastante complexa e, além
do aspecto imunolégico, pode ocorrer em cardter nio-
especifico, em que os espermatozéides aderem as células
presentes no plasma seminal™, Também pode ser verificada
como conseqiiéncia de fatores fisico-quimicos com atuagio
sobre o sémen, tais como dilui¢io, choque térmico, mudangas
de pH e de pressio osmética, concentragio de sais derivados

de metais pesados e de certas substancias organicas'’. A
albumina sérica bovina (BSA), uma proteina plasmatica
sangiiinea usada na constitui¢io de diluidores do sémen de
diferentes espécies de animais domésticos, é conhecida por
suas propriedades estimulantes e preservativas sobre a
motilidade espermitica®'. Seu efeito estd associado a
hiperflagelac@o celular' e & alteragdo da composigao lipidica
da membrana plasmdtica do espermatozdéide™. Através da
aglutinagio, podem ser observadas altera¢ées da membrana
plasmatica, que conduzem a perda de motilidade espermiitica,
embora em algumas circunstincias essas alteragdes niio sejam
verificadas e a influéncia sobre a motilidade seja transitéria'’.
Fatores designados como antiaglutininas espermadticas,
presentes no plasma seminal e representados nos cies por
proteinas num indice médio situado entre 40% e 65%,
neutralizam e anulam as aglutinagoes interespermaticas'**.

Este experimento teve como objetivo verificar o efeito
da adigiio da secrecio prostitica autéloga sobre a motilidade
e a integridade acrossdmica em espermatozodides
criopreservados e adicionalmente avaliar a neutralizagio da
adesdo interespermatica.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados como doadores de sémen 6 cies das
ragas Pointer alemido (1), Pointer inglés (4) e Whippet (1),
com idades entre 2 e 10 anos. Os machos usados no
experimento foram submetidos a exame androlégico prévio,
tendo sua sadde geral, genital, hereditdria, poténcia coeundi e
poténcia generandi comprovadas. Todos os doadores foram
mantidos em canis individuais, receberam ragiio comercial
(Pedigree Champ, Effem Produtos Alimenticios) duas vezes

Tabela 1
Caracterfsticas médias da fragio espermitica nos ejaculados examinados (n = 20) durante o periodo experimental. Porto Alegre - RS, 1997.

Aspecto Vol pH Motil. Vigor Concentracao Total spz.
(ml) % 0-5 x108/mm? x108
- 1,08 6,58 88,57 4,38 0,69 769,38
Média = desvio = 0,30 0,20 6,35 0,80 0,65 891,20
Mediana leitoso 1,00 6,50 90,00 5 0,62 685,00
aquoso
Tabela 2

Dados médios da fragio prostitica dos ejaculados examinados (n=20) durante o experimento. Porto Alegre - RS, 1997,

Aspecto Volume (ml) pH
Média + dp - 9,76 7,42
desvio padrio - 4,23 0,36
Mediana Aquoso 10,00 7,50
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Tabela 3
Percentagem de motilidade espermatica durante crioconservagio nos diluidores TRIS-gema e TRIS-BSA. Porto Alegre - RS, 1997
(Multiple Range Tests-paired samples/T-test).

Diluidor Sémen diluido Descongelado
Mzdp Fragao prostatica Fragao prostatica
Ausente (M+dp) Ausente (M+dp)
TRIS-gema (n = 6) 89,16"+4,91 40,008+20,00 48,33%+9,83
TRIS-BSA 0,25% (n =12) 92,50%+2,61 48,758+27 64 36,668+18,25
TRIS-BSA 0,50% (n = 8) 89,37%+4,17 45,008+26,04 51,258+14,57
TRIS-BSA 1,00% (n = 9) 88,88%+6,00 50,008+24,10 41,118+18,33
Tabela 4

Percentagem de alteragdes de acrossomo em espermatozéides descongelados na presenga e na auséncia de frag@o prostitica (FP). Porto
Alegre - RS, 1997 (Wilcoxon matched-pairs; signed-ranks test).

Diluidor Alteracao de acrossomo
FP ausente (M+dp) FP presente (M+dp)

TRIS-gema (n = 6) 3,41+2 67 12,58+14,01

TRIS-BSA 0,25% (n = 12) 10,20+8,44 11,33+7,02

TRIS-BSA 0,50% (n = 8) 9,37+7,22 11,62+6,80

TRIS-BSA 1,00% (n = 9) 5,94+4,01 8,50+5,89
Tabela 5

Alteragdes de acrossomo (%) em espermatozéides caninos crioconservados em dois diluidores e submetidos a influéncia da adiciio de
fra¢do prostitica (FP). Porto Alegre - RS, 1997 (Wilcoxon Matched pairs-signed ranks test e Friedmann Two-away).

Diluidor
Alteragao TRIS-gema TRIS-BSA TRIS-BSA TRIS-BSA
acrossoma (n=86) 0,25% (n=12) 0,50% (n = 8) 1,00% (n = 9)
M=dp M=dp Mz=dp M=dp
s/ FP c/ FP s/ FP c/ FP s/ FP c/ FP s/ FP c/ FP
Edema 3,41 10,75° 6,412 11,08° 6,812 11,122 4,614 8,228a
+2 67 +11,2 +4 98 +7,00 +5,84 +6,90 +4,22 +5,35
Auséncia ov 1,75° 0,16° 0,04° 0,18 0,18° 0,16° 0,05°
0 +3,06 +0,32 +0,14 +0,25 +0,37 +0,35 +0,16
Destacamento 0 0 3,54 0,048 2817 0,06%° 1112 0,11®
0 0 +5,01 +0,14 +2,89 +0,17 +1,24 +0,22
Qutros o 0,08" 0,08" 0,15° 0,05° o° o* ov
0 +0,20 +0,19 +0,55 +0,16 0 0 0

A,B: Médias seguidas de letras distintas na linha num mesmo diluidor diferem estatisticamente pelo teste de Wilcoxon;
a,b: Médias seguidas de letras distintas na coluna dilerem estatisticamente pelo teste de Friedman.

ao dia e dgua ad libitim. Entre as coletas de um mesmo doador A técenicaempregada na coleta dos 20 ejaculados usados
foi mantido um intervalo de 3 a 4 dias, com o propésito de  no experimento foi a da estimulagdo manual com fixagao do
preservar a qualidade espermdtica das amostras'*?’. pénis na presen¢a de uma fémea em estro. Os ejaculados foram

318




RODRIGUES, B.A.; DONA, A.V.; RODRIGUES, J.L. Influéncia da secregio prostitica autéloga sobre a viabilidadz de espermatozéides caninos no pés-
descongelamento. Braz. J. vet. Res. anim. Sci., Sio Paulo, v. 36, n. 6, p. 316-323, 1999.

obtidos fracionadamente como a técnica permite. As fracoes
foram acondicionadas em copos de formato tulipa graduados
(3a4), esterilizados e aquecidos a 37°C com identificagdo do
doador e fragdo coletada.

Ap6s a coleta, uma gota de sémen (20 pl) da fragdo
espermdtica era observada entre lamina e laminula (18x18)
previamente aquecidas sobre mesa térmica (37°C) e a
identificagcdo da atividade espermitica (percentagem de
motilidade e vigor) era avaliada com auxilio de microscopio
6ptico com aumento de 200x'*!", A determinagao da
concentragao foi efetuada com auxilio de ciamara
hematimétrica (Neubauer improved-depth 0,1 mm; Precicolor
Alemanha). A morfologia e a integridade acrossémica
espermdticas foram averiguadas utilizando-se corante
constituido de solucio de formol-citrato com rosa de bengala
a 1,5%" e empregando-se microscopia com contraste de fase
em aumento de 1.000x. A discriminacio das patologias
espermadticas seguiu a classificagiio de Blom?, enquanto a das
alteragOes acrossomicas obedeceu as classificagoes de Syviiri™
e Oettlé*,

Os ejaculados cuja fragiio espermitica apresentou pelo
menos 70% de espermatozdéides vivos e vigor 3 foram
submetidos ao congelamento®. Cada ejaculado foi dividido
em duas aliquotas. As aliquotas da fracdo espermatica,
mantidas em banho-maria a 37°C"!, foram diluidas na
propor¢io de 1:1 em diluidores com Tris-frutose-dcido citrico
contendo 6% (v/v) de glicerol e 20% (v/v) de gema de ovo'? e/
ou em diluidores com Tris-frutose-icido citrico com albumina
sérica bovina (BSA), contendo 2,5; 5,0; ou 10,0 mg BSA/ml
de diluente e com 6% (v/v) de glicerol®. Os dois diluidores
eram acrescidos de penicilina e estreptomicina na concentragio
de 78 mg/ml (Agrovet 5.000.000 UI). A adi¢do do crioprotetor
glicerol era efetuada a temperatura ambiente e o
acondicionamento do s€men foi efetuado em palhetas de 0,25
ml, seladas com polivinil pirrolidona. O periodo de equilibrio
a 5°C foi estabelecido em 3 horas e 30 minutos, quando as
palhetas eram mantidas em refrigerador. Para o congelamento
do sémen, foi empregado inicialmente vapor de nitrogénio (-
120°C/20 minutos). A seguir, as palhetas eram imersas e
estocadas em nitrogénio liquido. O descongelamento das
amostras era efetuado em banho-maria a 37°C por 30
segundos. As amostras submetidas i andlise da influéncia da
secrecilo prostdtica eram acrescidas de volume igual ao das
palhetas (0,25 ml), com a fragdo previamente descongelada a
temperatura ambiente, centrifugada e submetida 4 isotermia
com o sémen. A observaciio das amostras, acrescidas ou ndo
de secrecdo prostitica, era efetuada imediatamente apds o
descongelamento. Na avaliagao das amostras eram verificados
a percentagem de motilidade, o vigor, a morfologia e a
integridade acrossdmica espermaticas. Mais adiante verificou-

se a influéncia da fragdo prostitica sobre a adesido
interespermdtica. O efeito da secreg@o sobre a dissociacdo
dos espermatozéides aglutinados foi observado em diferentes
tempos de incubagdo pds-descongelamento a 37°C (0 hora;
15; 30 e 60 minutos), de acordo com a manutencio da
motilidade nas amostras seminais, nestes intervalos de tempo”.

Foi aplicada andlise de variincia para avaliagao da
varidvel quantitativa de motilidade espermatica. Quando houve
diferenca significativa entre tratamentos, foi utilizado o teste
de Tukey. Nas comparagdes estatisticas, empregaram-se testes
nio-paramétricos para a varidvel vigor de motilidade e
alteracoes de acrossomo (Wilcoxon matched-pairs signed ranks
test). Na andlise comparativa para adesoes interespermticas
foi utilizado o teste de Friedman Two-away e o teste de
Kruskal- Wallis*. Todos os valores foram testados para o nivel
de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

A anilise da fracdo espermdtica e prostdtica dos
ejaculados permitiu avaliar as caracteristicas seminais médias
nos reprodutores testados (Tab. 1 e 2).

Foi verificada uma percentagem de alteragdes
espermiticas igual a 12,83% + 14,23, das quais 5,73% + 7,79
eram de defeitos primdrios, enquanto 7,09% = 11,72
constituiam os defeitos secunddrios. A distribui¢iio das
alteragdes nos dois grupos nao mostrou predominéincia de um
defeito especifico.

Motilidade e vigor espermaticos

Os indices médios comparativos para motilidade
espermiitica (%) estabelecidos entre a pés-dilui¢do das amostras
e o pés-descongelamento nos dois diluidores testados mostraram
que houve diferenga estatistica no comportamento dos
espermatozdéides para o parimetro citado, entre essas etapas. A
diferenca significativa entre as etapas da pés-dilui¢do e do pés-
descongelamento foi verificada igualmente nas amostras
acrescidas (p<0,001) e naquelas destituidas de secre¢io prostitica
(p<0,002). No entanto, nas amostras descongeladas, quando a
comparagio era estabelecida visando verificar a influéncia da
adiciio da fraciio sobre a motilidade dos espermatozéides, ndo
foram verificadas variagdes (Tab. 3).

A,B - Percentagens seguidas por letras distintas na linha
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

O vigor espermitico variou durante o processo de
crioconservagdo no diluidor com TRIS-BSA 0,25%. Foi
verificada diferenca estatistica da pés-dilui¢io (4,50% + 0,52)
para o pés-descongelamento com frag@o prostitica (3,25% +
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1,13) (p = 0,007) e sem frag@o prostitica (3,00% =+ 0,95) (p
= 0,007). Ficou caracterizada tendéncia a significincia na
concentragdo de 0,50% nas amostras destituidas de fragao
prostitica (p = 0,074) nas quais o vigor variou de 4,12% +
0,85 na poés-diluigdo para 3,00% + 1,41 no pés-
descongelamento. Também foi verificada tendéncia estatistica
a significancia para o parametro de vigor nas amostras diluidas
com TRIS-BSA 1,00% com fracdo prostatica (p = 0,051),
cujos valores foram de 4,00% + 1,00 na pés-dilui¢@o e de
2,77% + 0,83 no pés-descongelamento. No entanto, ndo pode
ser observada significincia estatistica entre as etapas da
crioconservagio no diluidor com TRIS-BSA 0,50% acrescido
de fracio prostitica (p = 0,138), assim como nas amostras
diluidas com TRIS-BSA 1,00% destituidas de fracio (p =
0,176). No diluidor com TRIS-gema de ovo, foi constatada
tendéncia a significincia nas amostras com fragdo prostdtica
(p = 0,067), nas quais o vigor variou de 4,00% + 0,632 na
pos-diluicio para 3,00% + 0,63 no pds-descongelamento;
também nas amostras destituidas de fracdo prostética houve
tendéncia a significancia (p = 0,067), com o vigor variando
de 4.00% =+ 0,632 na p6s-diluigdo para 2,83% + 0,75 no p6s-
descongelamento. Na comparagio do movimento progressivo
espermdtico entre as amostras descongeladas acrescidas ou
destituidas de fragdo prostdatica nio foram observadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Acrossomo

No descongelamento das amostras acrescidas ou
destituidas de frag@o prostdtica, nao foi observada diferenca
estatistica significativa sobre a percentagem de integridade
acrossomica, quando os dois tratamentos eram comparados
entre si (Tab. 4).

Com referéncia as diferentes alteragoes de acrossomo,
foi constatada predominéncia para os defeitos de edema e de
destacamento. O defeito edema de acrossomo mostrou
diferenca estatistica significativa entre as amostras
descongeladas acrescidas daquelas destituidas de fragio
prostdtica no diluidor com TRIS-BSA 1,00% (p = 0,035),
enquanto nas concentragoes de 0,25% (p=0,071) e de 0,50%
(p = 0,068) foi observada tendéncia a significincia. A
integridade acrossémica no diluidor com TRIS-gema de ovo
foi semelhante no descongelamento para o defeito de edema,
independentemente do tratamento adotado. Naqueles
espermatozdides que apresentaram auséncia de
acrossomo, assim como naqueles classificados com
outros defeitos (cisto, grinulo persistente etc.), o
comportamento espermdtico a inclusiao da fracido
prostdtica foi similar ao das amostras sem a fracio.
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De maneira diferente, foi verificada diferenga estatistica
significativa para o defeito de destacamento acrossomal no
diluidor com TRIS-BSA nas concentragtes de 0,25% (p =
0,034) e de 0,50% (p = 0,018), quando eram comparadas as
amostras acrescidas com aquelas destituidas de fragio
prostitica. Na concentragdo de 1,00%, ficou caracterizada
tendéncia a significancia (p = 0,059). A integridade
acrossdmica no diluidor com TRIS-gema de ovo (p = 1,00)
ndo variou nos tratamentos com ou sem fra¢do prostdtica para
aquele defeito. A partir da especificagdo de diferentes
alteragdes acrossomicas, foi verificada a influéncia do
tratamento (com ou sem fragiio prostitica) sobre sua
incidéncia. Nas amostras destituidas de fra¢do prostitica, o
defeito de edema de acrossomo apresentou diferenca estatistica
sobre os demais no diluidor zom TRIS-gema de ovo (p =
0,012). No diluidor com TRIS-BSA 0,25%, 0,50% e 1,00%,
foi observada predomindncia estatistica dos defeitos de edema
e de destacamento sobre os demais (p<0,012). Naquelas
amostras acrescidas de fra¢do prostéitica, edema de acrossomo
foi estatiscamente diferente dos outros defeitos,
independentemente do diluidor (p<0,043) (Tab. 5).

Aglutinagao

A inclusdo da secre¢dio prostitica autéloga pos-
descongelamento espermitico e sua influéncia sobre as adesoes
interespermdticas nao mostrou neste experimento diferenga
estatistica significativa entre as amostras (p30,696) nos
diferentes tempos de observacao (0 hora, 15, 30 e 60 minutos)
para os diluidores testados. Da mesma forma, quando a
comparagdo era estabelecida entre os diluidores, para um
mesmo intervalo de tempo, ndo foi constatada variagdo entre
as amostras (p30,286). Aglutinagido, variando de discreta a
moderada, foi observada, no entanto, nos dois diluidores no
momento da primeira observagio (0 hora). Na observagdo
aos 60 minutos, a adesio espermatica deixou de ser verificada
em 40% (2/5) das amostras no diluidor com TRIS-gema de
ovo (n =5) e no diluidor com TRIS-BSA 0,50% (n =15). No
diluidor com TRIS-BSA 0,25% (n = 5), a percentagem para
auséncia de aglutinacido foi de 60% (3/5), enquanto na
concentracio de 1,00% foi observado um indice de 33,3% (2/
6). Movimentacdo espermitica foi observada nos dois
diluidores até 30 minutos pés-descongelamento. Aos 60
minutos, motilidade espermdtica esteve presente em 40% das
amostras diluidas com TRIS-gema de ovo. Nas amostras
diluidas com TRIS-BSA 0,25%, a persisténcia na
movimentagao foi observada em 80% delas; naquelas diluidas
com TRIS-BSA 0,50%, a percentagem foi de 40%; ¢ a
movimentacdo esteve presente em 50% das amostras diluidas
com TRIS-BSA 1,00%.
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DISCUSSAO

O plasma seminal apresenta interagoes especificas com
os espermatozéides nas diferentes espécies de animais
domésticos. Considerando-se que, na espécie canina, a préstata
¢ atinica glandula sexual acessoria, é possivel que sua secregao
e composicio estabelecam um modo de relagio particular com
as células espermaticas, influenciando-as de maneira diferente
as das outras espécies.

Experimentos realizados anteriormente mostraram que
a secrecao prostatica pode contribuir favoravelmente sobre
diferentes parimetros vinculados i criopreservagao
espermdtica e & inseminagao artificial nas espécies canina e
eqiiina'?*%,

Nesse experimento, a motilidade espermatica sofreu
redugdo significativa durante o processo de crioconservagao
nos diluidores testados, conforme observado anteriormente.

A andlise comparativa das amostras descongeladas nos
tratamentos com ou sem fracdo prostitica, que revelaram
indices de motilidade similares, permite afirmar que, nos
diluidores, os componentes responsdveis pela estabilizagio e
manutencgido da movimentagido espermadtica alcancaram o
equilibrio necessdrio & sobrevivéncia celular, dentro de
pardmetros considerados satisfatérios a aprecia¢io da
qualidade seminal no descongelamento e que prevé uma
variagdo ideal situada entre 50% e 60%".

Com relagio a percentagem de células com integridade
acrossOmica, niio foram verificadas diferencas significativas
entre as amostras descongeladas acrescidas ou destituidas de
fragio prostitica em conformidade com os resultados de
Terhaer et al.**. De maneira andloga ao relatado por esses
autores, a adicdo de secrecdo prostdtica as amostras
descongeladas permitiu, contudo, a observacio de um niimero
mais elevado de espermatozéides apresentando a alteragdo de
edema de acrossomo, ao contrdrio daquelas destituidas de
secrecdo, nas quais a observacao desse defeito foi semelhante
ao de destacamento no diluidor com TRIS-BSA,
independentemente da concentragdo. Esta verificacio
corrobora o efeito de prote¢iio da secregdo referenciado por
Terhaer et al.®, e sugere que a presenga da BSA auxilia o
efluxo lipidico através da membrana plasmadtica do
espermatozéide, desestabilizando-a'¥?%. Acredita-se
igualmente que o efeito térmico sobre o espermatozoide,
durante a etapa do descongelamento, associado a ativacio
das proteinases do acrossomo?', tenha colaborado na incidéncia
do dano acrossémico verificado nas amostras com TRIS-BSA
destituidas de fragdo prostitica. O comportamento
diferenciado observado no diluidor com TRIS-gema, em que
a alteracdo de edema predominou sobre as demais

independentemente do acréscimo ou nao de frag@o prostitica
as amostras, pode ser creditado a presenca da macromolécula
gema de ovo, cuja natureza de prote¢iio nio estd, todavia,
totalmente esclarecida’. E interessante real¢ar que o niimero
de amostras utilizado nesse experimento foi suficiente para
mostrar a influéncia da adigiio de secregio prostitica autéloga
sobre a integridade de acrossomo nos espermatozéides.

Estatisticamente, nao foram observadas diferencas
significativas a inclusdo da fracdo prostdtica para dissociacio
da adesdo interespermadtica, que nesse experimento poderd
estar vinculada a hiperflagelacio induzida pela BSA"ou ser
resultante de diferentes modificagdes fisico-quimicas de
atuagio sobre o sémen'’. A observacao de um efeito benéfico
da fracdo prostdtica sobre a dissociaciio ndo pode ser
estatisticamente comprovada, ao contririo dos resultados
descritos anteriormente por Lindahl. A dissociacio
espermdtica observada no diluidor com TRIS-BSA 0,25%
(60%) aos 60 minutos pode ser hipoteticamente creditada a
distribuicdo equilibrada de fons e a4 manuten¢ido da
concentragdo celular, que teriam induzido a uma viscosidade
adequada e permitiriam desse modo uma dissociagio mais
apropriada. A manutengio da motilidade espermdtica pés-
descongelamento nas amostras diluidas, durante os 30 minutos
iniciais da observagdo, estaria associada a concentragdo
enzimdtica presente na secreg¢ido prostdtica®. Ji a
diversificagiio alcancada aos 60 minutos da observacgiao pode
ser justificada através da baixa termorresisténcia do
espermatozdide canino no pés-descongelamento® e/ou como
resultado da utilizacio forcada das reservas energéticas
espermaticas, ap6s a inclusio da secregio’.

A presenca de motilidade espermatica verificada no
diluidor com TRIS-BSA 0,25% aos 60 minutos da observagio
(80% das amostras) confere com observacgdes efetuadas
anteriormente, nas quais as propriedades estimulantes e
preservativas da macromolécula sobre a movimentagio dos
espermatozoéides sdo enfatizadas® e apresenta-se em
conformidade com as observagdes de Mahi; Yanagimachi'’,
que consideram essa a concentracio adequada de BSA a ser
incorporada nos diluidores para sémen.

CONCLUSAO

Os resultados verificados neste experimento mostram
que a adicdo da secrecido prostitica autéloga, apés o
descongelamento, favorece a integridade acrossémica no
espermatozéide canino crioconservado.

Nio foi possivel correlacionar a dissociagdo de
espermatozéides caninos frente a incorporagio de secrecio
prostitica.
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SUMMARY

Effects of homologous prostatic secretion on post-thaw motility, membrane integrity and agglutination of cryopreserved
canine spermatozoa diluted in TRIS-egg-yolk and in TRIS-BSA semen extenders were investigated. The study demonstrates
that the addition of prostatic secretion resulted in beneficial effect on the acrosome integrity of the spermatozoa. There
weren’t changes regarding sperm motility rate, and exposure of spermatozoa to prostatic secretion didn’t lead to a
significant reduction on sperm agglutination. However, after incubation for 60 minutes at 37°C, the addition seemed
showing better sperm dissociation in TRIS-BSA 0.25% (60% of the samples). At this time, sperm survival in extenders
was observed at different rates: in TRIS-egg-yolk diluent (40% of the samples), in TRIS-BSA 0.25% diluent (80% of the
samples), in TRIS-BSA 0.50% diluent (40% of the samples), and in TRIS-BSA 1.00% diluent (50% of the samples).
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