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RESUMO

A prostatomegalia é uma das prostatopatias mais comuns em caes nao-castrados; contudo,
estudos que descrevam a resfriamento do sémen desses animais sdao inexistentes. O
presente trabalho objetivou refrigerar o sémen de cdes com prostatomegalia. Foram
utilizados 4 caes (2 Rottweiler, 1 Pastor Alemdo e 1 Retriever Labrador) diagnosticados
com prostatomegalia, por meio de palpacao retal, exame ultrassonografico e hemospermia.
Realizaram-se duas coletas de sémen de cada animal (n = 8), por meio de manipulagio
digital, sendo realizada avaliagdo, por meio de microscopia optica para os parametros de
concentragao espermatica, motilidade (%), vigor (0-5), espermatozoides morfologicamente
normais (%), viaveis (%) e com membrana funcional (%). Apos a avaliacio do sémen
fresco (SF), o mesmo foi diluido com TRIS, adicionado de 20% de gema de ovo e 6%
glicerol, atingindo a concentragdo de 50 x10% sptz/mL. O sémen foi novamente avaliado
apos a diluigdo (AD), acondicionado em caixa térmica (4 °C/40min), transferido para um
refrigerador (4 °C) e reavaliado as 2h, 4h e 6h. A motilidade e o vigor do SF foram
superiores aos demais tempos avaliados, mas se mantiveram estaveis e ndo diferiram de
AD até as 6h de refrigeracao. A viabilidade ndo diferiu entre o SF e AD, mas foi reduzida
aproximadamente 52,5%, durante a refrigeragdo. A percentagem de espermatozoides com
membrana funcional e com morfologia normal ndo diferiu entre os tempos analisados.
Como os parametros espermaticos durante a refrigeragao sao inferiores aos recomendados
para a especie (>30% e 3, respectivamente), conclui-se que o sémen resfriado de caes com
prostatomegalia € inviavel e insatisfatorio para programas de reprodugéo assistida.
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ABSTRACT

A prostatomegaly is one of the most common prostate disease in non-castrated dogs.
Studies that describe coolled semen of these animals do not exist. So, the present work
aimed to cool the semen of dogs with prostatomegaly. Four dogs (2 Rottweiler, 1 German
Shepherd and 1 Labrador Retriever) were diagnosed with prostatomegaly by rectal
palpation, ultrasound examination and hemospermia. Two semen samples were collected
from each animal (n = 8) by digital manipulation, using optical microscopy for sperm
concentration, motility (%), vigor (0-5), morphologically normal spermatozoa (%), viable
(%) and functional membrane (%). After fresh semen (FS) evaluation, the semen was
diluted with TRIS added with 20% egg yolk and 6% glycerol, producing a concentration of
50 x108 sptz/mL. (4 °C/40min) (after dilution - AD), transferred to a refrigerator (4 °C) and
reassessed at 2h, 4h and 6h. A motility and vigor of FS were the most advanced, but
remained and did not differ from AD up to 6h refrigeration. Viability did not differ
between FS and AD but reduced approximately 52.5% during refrigeration. The
percentage of spermatozoa with functional membrane and normal morphology did not
differ between the times analyzed. As the parameters expected during refrigeration are
inferior to those recommended for a species (<30% and 3, respectively), it is concluded
that semen of dogs with prostatomegaly are invalid and unsatisfactory for assisted
reproduction programs.

Keywords: Cryopreservation, Semen, Prostatomegaly, Dog.

prolongando a sua vida util (ENGLAND e
PONZIO, 1996). A

INTRODUCAO

Um aumento crescente no numero
de criadores comercials de caes, atrelado a
uma maior necessidade de conhecimentos
sobre fisiologia reprodutiva desta espécie
estimularam cada vez mais pesquisas sobre
as biotecnologias de sémen (SILVA e
GADELLA, 2006; CHIRINEA er al.,
2013). Dentre as técnicas mais largamente
estudas citam-se a preservagao de sémen
de caes por meio da refrigeracao e
congelacao (ALCANTAR-RODRIGUEZ e
MEDRANO, 2017).

O objetivo dessas técnicas €
diminuir 0 metabolismo dos

espermatozoides, durante sua conservagao,

reducdao do
metabolismo  das  células  espermaticas
restringiu perdas de energia e diminuiu a
formagdo de metabolitos toxicos no
armazenamento e transporte do sémen
(HOLT, 2000). A refrigeracao foi uma boa
tecnica para a conservacao do sémen, por
possibilitar o seu transporte por distancias
mais proximas, em  curto
(ALMEIDA,  1998).

demostraram que as taxas de concepgio

tempo
Trabalhos  ja

por Inseminacao Artificial (IA) com sémen
refrigerado foram semelhantes a monta
(LINDE-FORSBERG,  1991;
UCHOA et al., 2012).

natural
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Para 0 sucesso desta
biotecnologia, fez-se necessario o uso de
diluidores, adicionados de crioprotetores.
Um bom diluente, além de diluir o sémen,
deve ser isotonico (pH e osmolaridade
compativels com o plasma seminal), ser de
baixa toxicidade e deve favorecer
condi¢des adequadas para a sobrevivéncia
espermatica (IARTAGLIONE e RITTA,
2004), com a funcao de proporcionar
condigdes osmoticas favoraveis, bem como
energia aos espermatozoides, durante todo
o periodo de armazenamento (OLIVEIRA,
2003; PAYAN-CARREIRA et al., 2011).
O TRIS-gema-glicerol, o Leite-gema, a
Nata-gema e a agua de coco em po (ACP)
foram os diluentes mais utilizados na
espécie canina (EBGLAND e PONZIO,
1996; SILVA et al., 1996, UCHOA et al.,
2012).

A prostata € a unica glandula
acessoria sexual do cdo e o seu fluido, o
liquido prostatico (LP), constituiu 95% do
seu plasma seminal tendo como principal
funcdo o transporte espermatico para o
utero (IGUER-OUADA e VERSTEGEN,
2001; ENGLAND er al., 2012). Patologias
na glandula prostatica puderam ocasionar

umportantes alteracées no LP, provocando

alteracbes nas concentragcoes dos seus

constituintes bioquimicos e,
consequentemente, interferirem na
qualidade  reprodutiva dos  animais

acometidos (AQUINO-CORIEZ et al,

2014). Mais de 80 % dos caes com mais de
5 anos de idade apresentaramm patologias
na prostata (JOHNSOTON er al., 2000),
sendo a hiperplasia prostatica benigna
(HPB) a alteracao mais comum (SAGOLS
e NAVARO, 2013).

Devido a inexisténcia de estudos
utilizando caes portadores de alteragoes
prostaticas em programas de inseminacao e
aos efeitos desconhecidos desse processo
patologico na qualidade seminal no sémen
resfriado, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os parametros seminais de
cdes com prostatomegalia, durante o

processo de refrigeracao.

MATERIAIS E METODOS
Animais

O presente trabalho fo1 aprovado
pelo Comité de FEtica Animal da
Universidade Estadual do Ceara, sob o
numero 2334084-15.

Foram utilizados 2 cdes das ragas
Rottweiler, 1 Pastor Alemao e 1 Retriever
Labrador, com pesos entre 33 e 45 Kg, e
idades wvariando de 6 a 11 anos,
pertencentes a 4 Companhia de Choque/
CPCAES da Policia Militar do Estado do
Ceara (PMCE), localizada na cidade de
Fortaleza. Os cdes foram mantidos em
canis individuais e alimentados com ragdao

comercial e agua ad libitum.
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Os caes foram submetidos a
exame clinico geral, tiveram o sangue
coletado por venopungao, para hemograma
completo e bioquimica sérica (creatinina e
alanina aminotransferase), sendo
submetidos a  palpagdo  retal e
ultrassonografia transabdominal (SonoAce
Pico — Medison - Sonda Multifrequencial
Linear de 5 -9 MHz) da prostata. Somente
0s animais que se apresentaram sem
alteragbes nos exames clinicos e
hematologicos foram utilizados nesse
experimento. Por meio da ultrassonografia
abdominal, o volume prostatico foi
estimado, a partir da malor medida
craneocaudal (L), didmetro transversal (W)
e diametro dorsoventral (D), e aplicada a
formula: o volume em cm®= (L x W x D]/
2,6) + 1,8 (KAMOLPATANA et al.,
1999). Os caes que apresentaram volume
prostatico maior do que 28,2 cm?® e
hemospermia foram considerados com
prostatomegalia (AT ALAN ef al., 1999) ¢

foram utilizados.

Coleta e avaliacio do sémen

Foram realizadas duas coletas de
sémen de cada cao, totalizando 8 coletas,
utilizando-se a técnica de manipulagao
digital do bulbo
(CHRISTIANSEN,

peniano
1988), sempre na
presenca de fémea. Imediatamente apos a
coleta, 10 pL da segunda fragao do

ejaculado (rica em espermatozoides) foram

submetidas a microscopia optica (100x)
para avaliagio da motilidade (%) e vigor
espermaticos (escala de 0 a 5). Para analise
da percentagem de espermatozoides
viaveis, 10 uL de sémen foram dispostos
em uma lamina de vidro, juntamente com
10 pulL da coloracio vital Azl de
Bromofenol, foi confeccionado um
esfregaco e 0s espermatozoides
considerados mortos, quando corados com
o reagente (400x).

Uma aliquota de 10 pulL de sémen
foi diluida em 150 pL de coloragao Rosa
Bengala para a avaliagdo da percentagem
de espermatosoides com
morfologicas (1000x) (CHRISTIANSEN,

1988). Para o teste de funcionalidade de

alteracoes

membrana, 10 upL de sémen foram
adicionados a 90 uL de agua destilada e
mantidos a temperatura ambiente, até sua
avaliacao (400x — QUINTELA er al.,
2010). Uma aliquota de 5 uLL de sémen foi
diluida em 1 mL de solucdao salina
formolizada 1%. para determinacio da
concentragdo espermatica por camara de

Newbauer (1000x).

Diluicio e refrigeracio do sémen

Logo apos a coleta, as amostras de
sémen de cada animal foram diluidas com
1TRIS (3.028g tris-hidroximetil-
amonometano, 1.78g acido citrico
monohidratado e 1.25g D-frutose, diluidos
em 100 mL de agua destilada), acrescidas
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de 20% de gema de ovo e 6% de glicerol,
para que se obtivesse uma concentragao
fixa de 50 x10° sptzZmL (temperatura
ambiente meédia de 28 °C).

As aliquotas de sémen diluidas
foram mantidas em tubos de vidro de 3
mL, e acondicionados em caixa térmica de
SL (15,5 x 21.5 x 16,5¢m), contendo uma
unidade de gelo reciclavel, resfriada
previamente (1L, Gelo Eutético®,
Campinas, Brasil). As amostras foram
mantidas na caixa a temperatura de 15 °C,
por aproximadamente 40 minutos (tempo
do trajeto até o laboratorio), de onde foram
entao transteridas para um refrigerador e
mantidas a temperatura de 4 °C, por um
periodo total de 6h. As temperaturas
internas da caixa térmica e do refrigerador
foram mensuradas atraves de termometro
digital (J PROLAB®, Sao José dos Pinhats,
Brasil).

As analises dos parametros

espermaticos  descritos  anteriormente
foram realizadas imediatamente apos a
coleta no sémen fresco (SF), apos diluigao
(AD) e as 2h, 4h e 6h de refrigeracdo a 4
°C. Para as avaliagdes dos parametros
espermaticos, aliquotas de 250 pL foram
reaquecidas em banho-maria a temperatura

de 37 °C, durante aproximadamente | min.

Analise estatistica

Para analise estatistica, o0s

resultados  foram expressos de forma

descritiva (media + desvio-padrao). Dados

expressos em  percentuais  foram
previamente transformados em arcoseno.
Em seguida, todos os dados foram
submetidos a analise de variancia e teste de
Tukey, para comparac¢ao entre os tempos
de refrigeracdo, exceto para o vigor. Os
dados referentes ao vigor espermatico
foram avaliados pelo teste de Mann-
Whitney. As

diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Todos os animais apresentaram
resultados normais no hemograma e na
bioquimica sérica (creatinina e alanina
aminotransferase). No exame
ultrassonografico, observou-se que todos
0s animals apresentaram prostatomegalia
(Tab. 1).

O SF apresentou motilidade
espermatica media (%) de 92,5+13.,9; vigor
de 4.8+0.5; concentragdio media de
276+124 x105 sptz/mL; 79.4+14.8 de
espermatozoides viaveis (%); 84,6+15,2 de
espermatozoides com membrana funcional
(%) e 76,1=10,5 de espermatozoides com
morfologia normal (%).

Durante o processo de refrigeragao,
houve declinio significativo em todos os
tempos para os parametros de motilidade e
vigor, quando comparados com o SF (Tab.

2) (Fig. 1). Ja em relacdo a percentagem de
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morfologicamente
funcionalidade de

espermatozoides espermatozoides vivos nao apresentou

normais € com diferencas significativas com o SF e com

membrana, nao foram encontradas os demais tempos; ja nos tempos 2h, 4h e

diferencas estatisticas entre os diferentes 6h diferiram significativamente do SF.

tempos. Apos a diluicdo, a percentagem de

Tabela 1: Avaliacao dos parametros ultrassonograficos (meédia + DP) da prostata de caes
com prostatomegalia.

Parametros Referencia (cm) Medidas realizadas (cm)
Maior medida craniocaudal (L) 3,15+0,83 3.89+0,43
Diametro transversal (W) 3,15+09 3.54+0.57
Diametro dorsoventral (D) 2.83+0,60 4,64+0,84

Volume prostatico 16,77£11,77 27,0248,95 cm?

Fonte: Adaptado de Kamolpatana ef /., 1999.

Tabela 2: Avaliacao dos parametros espermaticos (media = DP) do sémen fresco (SF) e
diluido com TRIS-gema-glicerol, de caes portadores de prostatomegalia, durante o
processo de refrigeracao (2h, 4h e 6h) a 4 °C.

Parametros SF AD Resfrigeracio
espermaticos 2h 4h 6h
Motilidade (%)  92.5=13.8" 46,2+44,3° 25,1+34,9°  17,5+30,5° 10,6+24,2°
Vigor (0 - 5) 4,75+0,4* 1.75+1,6° 1,13=14%  0,63=1,06® 0.50=1,07°
Viabilidade (%)  79.3+14.8* 70,2420,548 48,7£20,4%  498+23 5% 41,7+2558
Membrana _ _
T 84,6+15,1% 653+31,7* 65,121,0*  62,6+304* 603+31,8*
N 76.1+10,5% 53.8+18.0* 58,5+22,3%  557+21,8* 59,0+8,12%

normal (%)

Letras maitisculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre os diferentes tempos
(p<0.05).

Durante 0 processo de (UCHOA et al, 2012). Assim como

muitos fatores

criopreservacao,
influenciam a qualidade e a viabilidade do
sémen, incluimndo a técmica de coleta, o
meio diluente, o processamento do sémen e

a concentragao final de espermatozoides

descrito por Aquino-Cortez er al. (2003b),
foi observada uma grande variabilidade
individual dos anumals na qualidade
seminal apos refrigeracao, no qual o sémen
animais

de alguns aparentemente
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apresentava-se mais sensivel ao processo
de refrigeragao (AQUINO-CORTEZ et al.,

SF AD IH

+
Motilidade

2003a).

Vigor

Letras maitisculas diferentes na figura implicam em diferengas entre tempos de um mesmo parametro

(p<0.05).

Figura 1: Motilidade e vigor (%) espermaticos observada durante a refrigeracio de sémen de cdes
portadores de prostatomegalia, a 4 °C, com diluente a base de TRIS-gema-glicerol.

O diluente TRIS, acrescidos de
gema de ovo e na temperatura de 4 °C, ¢
comumente considerado como a melhor
opedo para 0 sémen canino refrigerado

(OLIVEIRA, 2003; NASCIMENTO er

al., 2007). Entretanto, os resultados
obtidos no presente estudo foram
inferiores aos  trabalhos  descritos

anteriormente. Acredita-se que o fato de

todas as  amostras  apresentarem
hemospermia possa ter influenciado a
qualidade

refrigeracdo, tendo em vista que o sangue

espermatica  durante a

foi caracterizado
(ENGLAND e

como espermicida

ALLEN, 1992;

ZAMBELLI er al., 2012). A hemospermia
for observada no LP nos ejaculados de
todos os animais, sendo uma alteracio
esperada em animals com prostatomegalia
(ZAMBELLI et al, 2012). A
prostatomegalia foi consequéncia de uma
prostata hiperplasica, altamente
vascularizada e, por conseguinte, foi
comum a presenca de sangramento no
momento da ejaculacdo ou na urina desses
animais (ROMAGNOLI, 2002; SMITH,
2008).

No momento da criopreservacao,

além dos diluentes, foi comum a
utilizacdo de crioprotetores externos,
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como a gema de ovo, e crioprotetores
internos, como o glicerol (OLIVEIRA,
2003). Como o processo de refrigeracao €
uma etapa da congelagao do sémen na
espécie canina, foi aceitavel a adicdo de
ambos os crioprotetores, ainda em
temperatura ambiente, e que esses
permane¢am durante todas as etapas da
criopreservacdo, nao sendo relatados
quaisquer prejuizos na qualidade do
sémen (BARBOSA et al., 2009).

Com o sémen diluido, os
resultados de morfologia com o diluente
TRIS em todos os tempos de refrigeracao
do presente estudo (2h, 4h, 6h) discordam
de outros trabalhos, que se utilizaram dos
itervalos de curva de
(OLIVEIRA, 2003). Os

mesmos
refrigeragao
parametros de viabilidade, funcionalidade
de membrana e morfologia do sémen
diluido por até o6h, apesar de serem
considerados normais por Oettlé (1993) e
pelo Colegio Brasileiro de Reprodugao
Animal (CBRA, 2013), sdao inferiores aos
citados na literatura, utilizando-se as
mesmas condigoes de refrigeragdao com o
diluente leite-gema em cdes sem
alteracoes prostaticas (MOTA-FILHO et
al.,2007) e Tris-gema (NASCIMENTO et
al., 2007).
Quando comparado com o
presente estudo, Nascimento et al. (2007)
encontraram  bons  resultados  de

refrigeracdo, por até 36h, na temperatura

de 4 °C, utihzando-se o diluente Tris-

gema; valores esses apresentados
utilizando-se o sémen de caes com ate 2
anos, que apresentavam motilidade
superiores a 80% (SF) e diluidos na
propor¢ao  de 1:2  (sémen/diluente),
acrescido de antibiotico. Com 36h, o
sémen apresentava valores de 61,9% de
motilidade, viabilidade de membrana de
92,5% e 71,1% de espermatozoides com
morfologia normal.

Nossos resultados nao sao
compativeis com os ja relatados, quando
se utilizou o diluidor TRIS para a
refrigeracdo do sémen canino (UCHOA et
al., 2012). Em nosso experimento, no final
das 6 horas de refrigeracdo, o sémen
apresentou motilidade de 10,63+24,27,
inviabilizando a sua posterior utilizagao
em programas de inseminacdo artificial
intravaginal, ja que para esta técnica, se
fez necessaria uma motilidade espermatica
superior a 50% (CONCANNON ¢
BATISTA, 1989).

Estudos demonstraram que o LP
de cdes sadios, quando exposto aos
espermatozoides epididimarios levaram a
um aumento na motilidade
(KOROCHKINA et al., 2014). Acredita-
se que esta acdo benéfica do LP seja
devido a componentes bioquimicos
presentes no plasma seminal (AQUINO-
CORTEZ et al., 2003a). Entretanto,
que  determinem  quais

pesquisas
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componentes do  plasma  seminal
melhoram a motilidade espermatica e
quais sao prejudiciais ainda nao foram
determinados na espécie canina.
Patologias prostaticas puderam
ocaslonar

tmportantes alteragoes

bioquimicas no  plasma  seminal,
interferindo na qualidade reprodutiva dos
animals (MOTHEO ef al., 2014), o que
poderia justificar a queda brusca na
motilidade espermatica e no vigor
observados neste trabalho. A
prostatomegalia € responsavel por
provocar alteragdes constitucionais no LP
(AQUINO-CORTEZ, 2017); acredita-se
que essas alteracoes foram capazes de
influenciar nossos resultados. Desta
forma, sugere-se que mais estudos sejam
realizados, a fim de verificar tal hipotese,
ja que alteracdées no ftluido seminal
comprometeram diretamente a fertilidade

(MOTHEO et al., 2014).

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos,
conclui-se que sémen refrigerado de caes
com prostatomegalia apresentam baixa
qualidade seminal, sendo inviavel e
insatisfatorio  para  programas  de

reprodugao assistida.
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