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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade espermdtica apds 102 horas de refrigeracio,
utilizando um novo diluidor para o s€men canino. Foram utilizadas oito fracdes espermadticas do ejaculado de
diferentes cdes. Foram avaliados: motilidade e vigor espermaticos e integridade de membrana para predizer a
viabilidade espermatica. Apds a coleta e as avaliagdes iniciais, as fracdes espermdticas foram divididas em duas
aliquotas. Uma aliquota foi destinada ao grupo-controle (G1) com o meio Kenney, e a outra com o diluente
Botu-Semen®, produzido pela Biotech-Botucatu (G2). Apés a diluicdo e as andlises iniciais de motilidade e
vigor, cinco aliquotas foram destinadas a avaliagdo logo apés diluicdo (MO0), apés 6 (M1), 30 (M2), 54 (M3), 78
(M4), e 102 (MS5) horas de refrigeracdo. A motilidade e o vigor espermdticos foram mensurados em todos os
momentos, e a integridade de membrana apenas em M1 e M5. Os valores médios de motilidade durante as
avaliagdes em MO, M1, M2, M3, M4 e M5 foram 91,2; 80,6; 68,1; 60,0; 50,6 e 38,8% para G1 e 91,2; 80,0,
75,6; 67.5; 56,2; 45,0 % para G2. Para o vigor espermdtico, nos mesmos tempos de avaliacdo, os valores médios
foram 4,207; 3,687; 2,875; 2,500; 2,187; 1,500 para G1 e 4,207; 3,750; 3,562; 3,187; 2,437; 1,912 para G2. A
andlise da integridade de membrana mostrou 63,2 e 28,8 % de células integras em G1 e 69,7 e 45,1 % em G2,
durante M1 e MS, respectivamente. O meio Botu-Semen® preservou melhor a integridade da membrana
plasmadtica de espermatozdides caninos. De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que, apds 102
horas de refrigeracio a 5°C, € possivel encontrar espermatozdides vivos e vidveis nestes meios.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the sperm viability after 102 hours from refrigeration, using a new
diluent for canine sperm. It was used eight sperm rich fractions from different dogs, and submitted to evaluation
of sperm motility, vigor and plasma membrane status to predict sperm viability. After collection and initials
evaluations, the sperm rich fractions were divided into two groups: G1 (control- Kenney’s diluent) and G2
(Botu-semen®, Biotech Botucatu). After extension and first analysis for motility and vigor, it was made five
aliquots, that were submitted to evaluations immediately after extension (MO0), after 6 (M1), 30 (M2), 54 (M3),
78 (M4), and 102 (MS5) hours of cooling. Motility and vigor were measured in all times but membrane integrity
only at M1 and MS5. The average results for motility at MO, M1, M2, M3, M4 e M5 were: 91,2; 80,6; 68,1; 60,0;
50,6 and 38,8% (G1) and 91,2; 80,0, 75,6; 67,5; 56,2; 45,0 % (G2). Velocity score at the same times were 4,207,
3.687; 2.875, 2.500, 2.187, 1.500 for G1 and 4.207, 3.750, 3.562, 3.187, 2.437, 1.912 for G2. The results for
plasma membrane status at M1 and M5 were 63.2 and 28.8 % (G1) and 69.7 e 45.1 % (G2) of cells with intact
membrane. The Botu-Semen® diluent (G2) had preserved better the sperm membrane integrity. Based on the
results found at this experiment, we can conclude that after 102 hours of cooling, at 5°C, it is possible to find live
and viable sperm on that diluents.

Keywords: dog, diluent, chilled semen.

Atualmente, um filhote de raca pura tem alto valor comercial, fazendo com que a criacdo de caes deixasse de
ser um hobby para virar uma atividade rentdvel. Visando atender a esse mercado, o estudo e o aprimoramento das
biotécnicas da reproducio, como a técnica de conservacgiio do sémen por refrigeragdo, fizeram-se necessérios (Cunha e
Lopes, 2000; Pefia, 2000; Silva et al., 2002). Além disso, mais estudos sobre essa espécie se justificam pelo fato
de ela servir como modelo experimental para algumas espécies em vias de extin¢do.

Para que o sémen possa ser refrigerado, ele deve ser devidamente diluido. Desta maneira, ele terd sua
durabilidade estendida e poderd ser transportado. O diluidor tem como fung@o proteger a membrana do
espermatozdide contra o choque térmico e as injirias mecanicas causadas pelo transporte, além de fornecer
nutrientes e estabilizar o pH do meio (Concannon e Battista, 1989; Feldman e Nelson, 1996; Cunha e Lopes,
2000, Verstegen et al., 2005).
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A conservagdo pelo frio € utilizada até hoje e vem sendo objeto de pesquisa, visando aprimorar as
técnicas de refrigeracdo e congelamento do sémen. O uso de inseminagdo artificial (IA) com sémen refrigerado
possui maior flexibilidade do que com sémen a fresco (Silva et al., 2002), uma vez que, quando o s€émen é
adequadamente diluido e refrigerado, os espermatozdides podem se manter vivos e vidveis por 24 horas e,
dependendo do meio diluidor, por até cinco dias (Feldman e Nelson, 1996).

A melhor maneira de se avaliar a funcionalidade de um diluidor é através da determinacdo da taxa de
concepcio, mas essa avaliagdo nem sempre € vidvel em condi¢des experimentais. Entretanto, podem ser
avaliadas algumas caracteristicas dos espermatozéides fundamentais para o processo de fertilizacdo, tais como:
motilidade, vigor espermdtico e integridade das membranas espermdticas. Uma boa motilidade e vigor
espermdticos sdo importantes para que o espermatozdide chegue até a tuba uterina e ultrapasse envoltérios do
odcito (Rota et al., 1995; Cunha e Lopes, 2000).

Um dos diluidores mais usados para refrigeracio de sémen atualmente é o meio a base de leite
desnatado e glicose, proposto por Kenney et al. (1975). Esse diluidor j4 foi testado por Cunha e Lopes (2000)
com sémen refrigerado de cdo por até 72 horas, obtendo resultados satisfatérios: cerca de 70% de
espermatozéides com membrana integra e 60 % de motilidade e 2 de vigor espermatico.

Um novo diluidor comercial para refrigeracio de sémen, o Botu-Semen®, distribuido pela empresa
Biotech- Botucatu, tem apresentado 6timos resultados para a refrigeracdo e transporte de s€émen na espécie
eqiiina (Papa, 2003).

Sendo o momento exato da ovulagdo um processo que ainda ndo pode ser facilmente detectado na
cadela, recomenda-se que seja feita mais de uma inseminag@o durante o estro para garantir que haverd s€émen no
trato reprodutivo da fémea no momento da maturacio oocitdria (Conccannon e Battista, 1989).

Devido a essa necessidade, um dos principais empecilhos para uma maior disseminacdo da IA com o
s€men refrigerado, na espécie canina, € o preco do envio. Assim, busca-se uma alternativa que seja capaz de
diminuir esse gasto. Uma possibilidade € a utilizacdo de um meio diluidor capaz de conservar as caracteristicas
fertilizantes do espermatozdide por um periodo de 102 horas, periodo este capaz de permitir a realizacdo de trés
inseminagdes em dias alternados.

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade do processo de refrigeragdo do sémen canino por
um periodo de 102 horas comparando-se dois diluidores: o Botu-Semen® (Biotech-Botucatu) e o meio 2 base de
leite desnatado proposto por Kenney et al. (1975) utilizando-se como parametros a avaliacdo da motilidade, o
vigor espermatico e a integridade de membrana espermaética.

No presente trabalho, foram utilizados oito cdes adultos de diferentes ragas e com idades variadas,
sendo eles de propriedade particular da cidade de Campos dos Goytacazes -RJ. Para a selecao dos doadores, foi
feita avaliacdo clinica, exame androlégico e espermiograma, participando do experimento aqueles que se
encontravam livres de doencas infecto-contagiosas e que apresentaram um bom escore corporal, entre 3 e 4. Essa
andlise foi realizada de acordo com o sistema de avalia¢do da condi¢do corporal da Nestlé PURINA®, resultado
de estudos sobre nutri¢do canina (LaFlamme, 1997; Kelley, 2001).

O sémen foi coletado, sempre pelo mesmo técnico, utilizando-se o método de manipulagdo digital
descrito por Feldman e Nelson (1996). Vale salientar que apenas a segunda fragdo, ou fracdo espermdtica, do
ejaculado foi utilizada. Logo apds a coleta, a fragdo espermatica foi avaliada quanto & morfologia espermatica, e
apenas amostras que obtiveram um percentual de patologias menor do que 30% participaram do experimento.
Com a finalidade de diminuir os riscos de ferimentos, todo o material utilizado nas coletas era de plastico.

As avaliacdes da motilidade e vigor espermadticos foram realizadas segundo método descrito por
Feldman e Nelson (1996). Uma gota de s€men foi colocada sobre ldmina aquecida (38-40°C) e recoberta por
laminula. O exame foi realizado com o auxilio de um microscépio de contraste de fase, e o resultado obtido,
expresso em porcentagem, para a motilidade, e por meio de um escore variando de zero a cinco (0-5), para o
vigor (Manual , 1998).

A avaliagd@o da integridade das membranas espermaticas, utilizando uma coloracio fluorescente a base
de 6-carboxifluoresceina, foi realizada seguindo o protocolo descrito por Lopes et al. (2005). Resumidamente, as
solucdes de estoque foram: de Fluoresceina (9,2mg de 6-carboxifluoresceina diacetato com 20mL de DMSO) e
de Formaldeido (solu¢do 1:80 de formalina 40%, em solucdo fisioldgica). Diluiram-se 10ul da amostra de s€men
em 40ul da solugdo de trabalho (solucdo estoque de Fluoresceina 20ul, solu¢do de formaldeido 10ul e Citrato de
Sédio 3% 0,96ml). A solucdo de trabalho foi sempre preparada no momento da avaliacdo microscépica, sendo
ela realizada entre lamina e laminula sob microscépio de epifluorescéncia, com aumento de 400x. Foram
contadas 200 células espermaticas em campo claro e, imediatamente apds, o mesmo campo foi verificado sob
epifluorescéncia, sendo anotado o nimero de células emitindo fluorescéncia verde (carboxifluoresceina) e foram
classificadas como células integras, aquelas que emitiam fluorescéncia verde. As células que nio emitiam
fluorescéncia sob excitacdo epifluorescente, mas que puderam ser contadas quando observadas em campo claro,
foram classificadas como lesadas. O niimero de espermatozéides integros foi expresso em porcentagem.

A frag¢do espermdtica foi, imediatamente apds coleta e avaliagdes iniciais, dividida em duas amostras
iguais, e cada amostra foi diluida até o volume final de 10ml, formando dois grupos:
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G1 (grupo controle)- o s€émen foi diluido no meio proposto por Kenney et al. (1975);
G2- 0 sémen foi diluido em meio Botu-Semen®.

O volume total (10ml) constituinte de cada grupo foi dividido em cinco aliquotas de 2ml cada, que
foram acondicionadas em tubos plésticos de 15ml. Logo apds a divisdo dos grupos e antes da refrigeracdo, foram
feitas as andlises iniciais de motilidade e vigor, sendo considerado este o momento zero (M0) de cada grupo.

As cinco aliquotas de cada grupo foram levadas a refrigeraciio em geladeira doméstica a temperatura de
5,0 £ 1,7 °C. A temperatura ambiente do laboratério onde foram realizadas as avaliacdes e o processo de
refrigeracéio foi mantida em 25 £ 1°C.

Para cada grupo, uma das aliquotas refrigeradas foi utilizada para a avaliagdo em cada um dos seguintes
momentos: seis horas (M1), trinta horas (M2), cinqiienta e quatro horas (M3), setenta e oito horas (M4) e cento
e duas horas (MS) ap6s a refrigeragdo. Todas as avaliagcdes foram realizadas apés um prévio aquecimento em
banho-maria, a uma temperatura média de 35°C, por dez minutos. Em todos os momentos, foram avaliados a
motilidade e o vigor espermdtico. Em M1 e M5, foi mensurada ainda a integridade da membrana espermatica.

O experimento seguiu o delineamento em blocos completos casualizados em esquema de sub-blocagem
em funcdo dos ejaculados avaliados.

As andlises dos diferentes diluidores em fung¢do dos momentos de avaliagdo foram realizadas em
esquema de medidas repetidas no tempo (Litell er al., 1998), centrando-se nas hipdteses bdsicas de
horizontalidade, paralelismo e coincidéncia dos perfis temporais (Harris, 1975). As avaliacdes adicionais
basearam-se em contrastes polinomiais. Para todos os procedimentos, adotou-se o = 0,05.

Para avaliacdo dos diluentes, foram realizadas andlises de motilidade e vigor espermdtico além de
avaliacdo da integridade de membrana espermdtica. Esses pardmetros indicam, fortemente, a fertilidade do
ejaculado (Hermansson e Linde-Forsberg, 2006), uma vez que o espermatozdide precisa se locomover
rapidamente e necessita ter suas membranas integras, para o processo de capacita¢do, reacdo de acrossoma e
posterior fertilizacdo. Para tanto, é preciso uma alteracio estrutural fisiolégica da membrana do espermatozéide,
o que somente é possivel com uma membrana espermadtica integra (Rota et al, 1995).

As andlises revelaram que, em MO, os valores de motilidade (91,25%) e vigor espermdtico (4,07)
médios estavam de acordo com os valores relatados por Feldman e Nelson (1996), Jonhston et al. (2001), Silva
et al. (2002) e Silva (2002).

Na andlise estatistica, verificou—se que apenas o efeito linear foi significativo (P<0,01). Assim, pode-se
dizer que o processo de refrigeracdo atuou de maneira semelhante nos dois grupos analisados. Tanto a queda da
motilidade quanto a do vigor espermatico foram gradual, uniforme e linear.

Todas as varidveis analisadas neste experimento (motilidade e vigor espermdtico e integridade de
membrana) tiveram uma queda no seu valor, no decorrer do trabalho experimental (Fig. 1, 2 e 3). Observou-se
que houve diferenca estatistica, entre grupos (P<0,01), apenas na porcentagem de células integras ap6s um
periodo de 102horas de refrigeracdo (Tab. 1). Analisando a Fig. 3, pode-se observar uma superioridade no grupo
onde o sémen fora diluido e refrigerado com o meio Botu-Semen® (G2).
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Figura 1. Grafico demonstrativo do comportamento da motilidade espermadtica (%) ao
longo do processo de refrigeragdo do s€émen de c@o por 102 h utilizando os diluidores
Kenney e Botu-semen®.
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Figura 2. Gréfico demonstrativo do comportamento vigor espermaético (0-5) ao longo do

processo de refrigeragdo do s€men de cdo por 102 h utilizando os diluidores Kenney e
Botu-Semen®.
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Figura 3. Grafico demonstrativo da porcentagem de células integras ao longo do processo de
refrigeracdo do sémen de cdo por 102 h utilizando os diluidores Kenney e Botu-Semen®.

Tabela 1. Niveis descritivos de probabilidade para o erro tipo I associados as hipdteses de avaliacdo dos atributos
integridade, motilidade e vigor (0= 0,05) para o s€émen canino refrigerado por 102 horas.

Atributo
Hipdtese Integridade Motilidade Vigor
Horizontalidade <0,0001 <0,0001 0,0084
Coincidéncia 0,0019 0,1788 0,2026
Paralelismo 0,1584 0,2061 0,0899

Horizontalidade: efeito do tempo nos resultados encontrados.
Coincidéncia: efeito do diluente nos resultados encontrados.
Paralelismo: interacao do efeito do tempo com o diluente sobre os resultados.

O resfriamento provoca mudancas na estrutura da bicamada lipidica e, assim, na fun¢do da membrana
plasmatica. Quando uma membrana bioldgica € resfriada, ocorre possivelmente uma reorganizacdo dos
componentes membrandrios, e alguns lipidios que normalmente encontram-se adjacentes as proteinas da
membrana poderiam agregar-se, deixando as proteinas livres para ligarem-se a novas substincias. Todos esses
processos podem levar a uma altera¢@o na permeabilidade, podendo causando a sua ruptura (Rodriguez-Martinez
et al., 1993, Hermansson e Linde-Forsberg, 2006). Acredita-se que, na composicio do meio Botu-Semen®,
exista alguma substincia capaz de promover maior protecdo & membrana espermadtica durante esse periodo. Mas,
sendo este um meio comercial, ndo se pode especificar qual seria o componente responsavel por essa protecdo.

Neste trabalho, foi encontrada uma alta correlagdo (r2= 0,95) entre a motilidade espermatica e a
porcentagem de células com membranas integras. Isto pode ser explicado pelo fato de que uma célula com
membrana lesada tem sua capacidade de transporte alterada, assim como tem seu metabolismo diminuido, o que
resulta em uma queda de motilidade e de vigor espermadticos. Resultados similares foram relatados por Kumi-
Diaka (1993), Rota (1995) e Cunha e Lopes (2000).

O tempo de refrigeracdo de 102 horas foi testado pelo fato de permitir trés IA em dias alternados com
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apenas uma coleta e envio. Com esse propdsito, os dois meios mostraram-se bastante eficazes, ja que, para as
duas primeiras IAs (ap6s 6 e 48 horas de refrigeracdo), teriam valores médios de motilidade e vigor esperméticos
préoximos daqueles preconizados pelo CBRA. No momento da terceira IA, apds 102 horas, os valores
apresentavam-se mais baixos quando comparados com o sémen fresco, porém mais altos do que aqueles
encontrados com s€men congelado. Isto leva a crer que, assim como o congelado, esse s€émen também ¢é capaz de
fertilizar. Para compensar essa baixa qualidade, pode-se utilizar um maior nimero de espermatozdides por dose
inseminante (Hermansson e Linde-Forsberg, 2006).

Diante dos resultados obtidos, recomenda-se o uso do meio Botu-Semen®, que, apds 102 horas de
refrigeracdo, apresentou melhores resultados na conservagdo da integridade da membrana espermadtica. Outras
vantagens do meio Botu-Semen® consistem no fato de que, sendo um meio disponivel no mercado, torna-se um
meio pratico e acessivel para todos, principalmente para aqueles profissionais que ndo tém acesso a laboratérios
e, desta maneira, ndo podem preparar seu proprio diluidor. Além disso, como os ejaculados refrigerados com o
meio Botu-Semen® apresentaram maior capacidade na preservacdo das caracteristicas seminais iniciais do que o
meio Kenney et al. (1975), acredita-se que a taxa de fertilizacdo no primeiro seja superior ao segundo.

Os resultados deste experimento mostram que o sémen canino pode ser refrigerado, a 5°C, por 102
horas nos meios Kenney e Botu-Semen®. No entanto, este dltimo proporciona uma melhor conservagdo. De
acordo com os resultados aqui encontrados, pode-se concluir que os diluidores testados podem ser utilizados
para a refrigeracdo do sémen canino por pelo menos 102 horas. Além disso, o meio Botu-Semen® constitui uma
nova alternativa para a refrigeracdo do s€émen canino, sendo de fécil acesso e tendo um preco acessivel.
Entretanto, fazem-se necessarios testes in vivo para avaliagdo de taxa de concepcao desses dois diluidores.
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