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RESUMO

Foram utilizados 20 gjaculados caninos em dois experimentos. O sémen foi diluido em ACP-
106® e resfriado a 4 °C. Foi avaliado o pH, motilidade, vigor, morfologia espermética e
acrossomal e teste hiposmético durante o periodo de armazenamento. Este trabalho foi
dividido em duas etapas. na primeira, foram avaliadas as concentraces de 0, 5, 10 e 20 % de
gema de ovo e, na segunda etapa, foi testada a adicéo de dodecil sulfato de sodio (DSS) ao
diluidor ACP-106°. Para a andlise estatistica, foi empregada a transformagdo angular para os
dados em percentual, seguida do Teste t de Student. O vigor foi avaliado pelo teste de Mann
Whitney. No experimento 1, apds um dia de resfriamento, a inclusdo de 20% de gema de ovo,
possibilitou uma melhor conservagdo da motilidade quando comparada aos grupos 5% ou 0%
e 0 grupo 10% foi semelhante aos demais. Do quarto ao sexto dia, houve uma melhor
conservacao da motilidade e vigor no grupo 0% em relacéo ao 5%. Os grupos 10% e 20% néo
diferiram dos demais. Apés sete dias de resfriamento, o grupo 0% apresentou motilidade e
vigor superiores aos grupos 5% e 10%. O grupo 20% n&o diferiu dos demais grupos. No dia
guatro, o grupo 0% melhor protegeu a integridade funcional de membrana apenas em relacéo
a0 diluidor com 5% de gema de ovo. Apos um dia de resfriamento, os grupos 10 e 20%
possibilitaram uma melhor conservagcdo da morfologia acrossomal, em comparagdo ao grupo
0%. No experimento 2, apos a diluicdo foi observada auséncia de motilidade e vigor nas
diquotas diluidas en ACP-106® contendo DSS sem gema. Nos dias um a trés, a motilidade e
o vigor foram significativamente inferiores nas aliquotas diluidas em ACP-106° em
comparacéo com a adicdo de gema de ovo contendo ou n&o DSS. Nos dias quatro e cinco, a
diluicdo em ACP-106® com gema de ovo, possibilitou uma melhor conservacdo da motilidade
e vigor quando comparada a0 grupo sem aditivos e 0 grupo contendo gema e DSS foi
semelhante aos demais. Durante todo o periodo de resfriamento, a adi¢cdo de gema de ovo
resultou em motilidade estatisticamente semelhante a adicdo de gema e DSS. A morfologia
foi significativamente afetada pela diluicdo em ACP-106° associado a0 DSS. No dia trés, a
adicdo de gema e DSS promoveu uma protecéo da morfologia significativamente superior aos
demais grupos. No dia quatro, o grupo contendo gema e DSS foi superior apenas ao grupo
sem aditivos. Apés um dia de resfriamento, a diluicsio em ACP-106® sem aditivos resultou em
percentual inferior de membranas funcionais quando comparado com os demais grupos. Nos
demais dias, o grupo com gema de ovo possibilitou melhor protecéo em relagdo a auséncia de
aditivos. Diante dos resultados, conclui-se que o sémen canino diluido en ACP-106° e
resfriado a4 ?C pode ser eficientemente conservado por até trés dias, que a exclusdo da gema
de ovo reduz a qualidade do sémen canino resfriado e que a inclusio de DSS ao ACP-106"
contendo gema de ovo ndo melhora a qualidade do sémen e apresenta efeito deletério na
auséncia de gema.
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1. INTRODUCAO

O resfriamento do sémen consiste na preservagéo dos gametas sem dingir o ponto
de congelamento. Quando comparado com o resfriamento, a criopreservagdo do sémen canino
requer técnica e equipamentos mais sofisticados, com taxas de gestagdo geralmente inferiores.
Além disso, 0 embarque do sémen resfriado apresenta menor custo e o regulamento para
importar e exportar € mais simples do que o do sémen congelado. Deste modo, 0
resfriamento apresenta-se como uma alternativa promissora, principamente por ser
facilmente adaptado para o uso clinico (IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001).

O processo de conservacdo ocasiona danos espermaticos, tais como: reducdo da
motilidade e do vigor, aumento no percentua de alteracbes morfoldgicas, entre outros que
implicam na reducdo da qualidade do sémen preservado. A fim de minimizar esses danos,
foram identificadas substancias de vital importancia na tecnologia do sémen designados de
diluidores (RODRIGUES, 1997).

Diversos diluidores foram utilizados para o resfriamento do sémen canino como:
Fresh-phos, Biladyl, EDTA, Tris-frutose, Tris-glicose, Tris-BES, leite desnatado, plasma
seminal aut6logo e o diluidor & base de agua de coco. Dentre estes, o diluidor a base de agua
de coco destaca-se por sua comprovada eficécia para a conservacao do sémen canino e por ser
um produto genuinamente brasileiro.

A &gua de coco possui caracteristicas que a classifica como um bom diluidor. O
diluidor & base de &gua de coco foi desenvolvido iniciamente para utilizagdo no sémen
caprino, mas ja foi utilizado com bastante sucesso para a diluicdo do sémen de vérias
espécies. Com relacdo ao sémen canino, foram realizados trabalhos in vitro (CARDOSO et
a., 2000) e in vivo (PEREIRA et a., 2001) obtendo-se bons resultados. Recentemente foi
desenvolvido um diluidor a base de agua de coco na forma de pd, sendo entdo denominado
ACP-106° o diluidor para uso no sémen canino (MADEIRA et al., 2004). No entanto, ainda
observa-se um pequeno nimero de trabalhos avaliando-se o sémen canino diluido e resfriado,
especialmente em ACP-106®, bem como o efeito de aditivos e o percentual de inclusdo de

gemade ovo.



2. REVISAO DE LITERATURA

1 O sémen e os esper matozdides

Os espermatozdides sdo células equipadas com um forte flagelo que os impulsionam
através de um meio aquoso, ndo apresentam organel as citoplasméticas, tais como ribossomos,
reticulo endoplasmético, complexo de Golgi, 0s quais s80 desnecessérias para a transferéncia
do seu material genético ao odcito. Por outro lado, os espermatozdides possuem varias
mitocondrias a fim de proporcionar energia ao flagelo de modo eficiente (ALBERTS et al.,
1997).

S0 formados dentro dos tubulos seminiferos dos testiculos, so células aongadas,
consistindo de uma cabega achatada contendo um nticleo e de uma cauda. E todo recoberto
pelo plasmalema ou membrana plasmética. O acrossoma é uma estrutura de dupla parede
situada entre a membrana plasmética e a porcéo anterior do nlcleo que contém varias enzimas
hidroliticas envolvidas no processo de fertilizagdo, incluindo pro-acrosing, hialuronidase,
esterases e hidrolases é&cidas. O colo conecta a cabeca do espermatozoide a cauda, que é
subdividida em peca intermediéria, principa e termina (HAFEZ, 1995).

O sémen € uma suspensdo celular semi-gelatinosa, contendo gametas masculinos,
isto &, os espermatozdides, e as secregdes oriundas dos 0rgaos acessorios do trato reprodutivo
masculino (HAFEZ, 1995). A porcdo fluida desta suspensdo que é formada na gjaculacéo é
conhecida como plasma seminal, cuja origem € principalmente a prostata, Unica glandula
acessdria no cdo. O gjaculado canino consiste em trés fragcdes distintas, sendo a primeirae a
terceira de origem prostética; a segunda, denominada fracdo espermética, € de origem
testicular e ricaem espermatozéides (CHRISTHIANSEN, 1988).

O gaculado ndo é uma solucdo estéril, devido a presenca da flora bacteriana normal
do pénis e mucosa prepucia e na uretra distal. Os microorganismos comumente isolados do
sémen s80 0S mesmos que estdo presentes na microflora uretra normal, e incluem
Saphylococcus sp., Sreptococcus sp., Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneuminiae, Haemophilus sp., Pasteurellla multocida, Corynebacterium sp., Moraxella sp.,
Pseudomonas sp., e Mycoplasma sp. O resultado do cultivo aerébio do sémen somente é
sugestivo de infeccdo do trato reprodutivo s apresentar valores superiores a 10.000 unidades
formadoras de coldnia por mililitro de sémen canino (JOHNSTON et a., 2001).



2.  Resfriamento do sémen

O resfriamento consiste na preservacdo dos gametas sem atingir o ponto de
congelamento que induz a mudangas intracelulares deletérias que afetam a viabilidade e o
potencial fertilizante do espermatozoide (IGUER-OUADA, 2001).

O sémen diluido e resfriado foi utilizado com sucesso para 0 cdo pela primeira vez
em 1954 por Harrop (BOUCHARD et al., 1990), mas somente nos ultimos anos, a utilizagdo
do sémen resfriado para inseminagéo artificial em caes tem tornado-se mais popular (ROTA
et al., 1995).

Em diversas espécies, tém sido obtidas gestagdes, utilizando-se a inseminacéo
artificiadl com uso de sémen resfriado por curto periodo. A manutencdo da atividade
fertilizante do espermatozdide pela diluicéo e resfriamento de sémen deve-se principalmente a
trés fatores. @) baixo metabolismo espermatico em baixas temperaturas; b) protegdo contra o
choque térmico pelo diluidor; c) resisténcia inerente do espermatozoide canino a esse choque
térmico (BOUCHARD et al., 1990).

AlteracBes irreversiveis na membrana espermatica, isto €, distlrbios na estrutura de
bi-camada proteino- lipidica, como um decréscimo na fluidez e aumento na permeabilidade da
membrana, danos acrossomicos, desidratacéo, liberacdo de enzimas e fosfolipidios, reducéo
da atividade metabdlica e diminui¢do no consumo de ATP sdo consegiiéncias do resfriamento
e congelacdo, as quais podem, parcial ou totalmente comprometer a fertilidade. O resultado
mai s evidente dessas mudancas € a queda na motilidade espermatica (FARSTAD, 1996).

A etiologia do chogue térmico envolve o dano a membrana celular e alterages na
funcdo metabdlica, provavelmente pela mudancas no arranjo dos constituintes de membrana
(MEDEIROS et d., 2002), perda da permeabilidade seletiva da membrana e ruptura das
membranas acrossomais (MEDEIROS et al., 2002). Um decréscimo da temperatura causa
uma transicéo de fase nos fosfolipidios da membrana da fase liquida-cristalina para a fase de
gel, resultando numa estrutura mais rigida, a qual tem conseqliéncias deletérias substanciais
(MEDEIROS et al., 2002; ABOAGLA & TERADA, 2004). A temperatura é especifica paraa
transicdo de fase de fosfolipidios na membrana, resultando na migracéo lateral com rearranjo
dos componentes da membrana e separagdo da fase de lipidio na membrana. A migracéo
lateral pode criar microdominios de lipidios ndo pertencentes a bicamada e pode modificar
ambientes proteicos circunvizinhos (MEDEIROS et al., 2002).

Temperaturas de 35, 22, 5 e 4 °C ja foram testadas as para a conservagdo do sémen

canino, tendo-se observado melhor resultado com a utilizacdo da temperatura 4 °C



(BOUCHARD et a., 1990). A habilidade espermética em resistir & queda de temperatura
difere entre as espécies. Os espermatozdides eqlino, felino, canino e humano sdo
relativamente insensiveis ao choque térmico, enquanto que os do caprino, bovino e ovino tém
média sensibilidade, e os do suino sdo extremamente sensiveis (WATSON & PLUMMER,
1985; BWANGA, 1991). Deste modo, 0 uso de taxas de resfriamento de moderadas a rgpidas
resultam em maiores porcentagens de espermatozéides méveis e progressivos, refletindo a
resisténcia inerente ao choque térmico do espermatozoide canino (BOUCHARD et al., 1990).

Com o aumento no periodo de armazenamento, ocorre um decréscimo na motilidade
do sémen resfriado, esse fendmeno tem sido atribuido a sensibilidade térmica da bomba
sodio-potéssio-ATPase e subseqliente dispersdo de ions (PONGLOWHAPAN et al., 2004). O
sémen diluido em Tris contendo 20 % de gema de ovo pode ser estocado a 4 °C por quatro
dias segundo Rota e colaboradores (1995) ou até doze dias segundo Ponglowhapan e
colaboradores (2004). Apesar disso, essa técnica tem se tornado recentemente popular desde
gue seja possivel transportar as amostras rapidamente entre os locais de coleta e inseminacéo
artificial. Sabe-se que ap0s certo tempo, a quaidade do sémen resfriado ndo difere da do
sémen congelado/descongelado e que, apds um maior tempo, a qualidade do sémen resfriado
€ ainda menor que a do sémen congelado/descongelado (ENGLAND & PONZIO, 1996). O
sémen resfriado/aquecido parece ser menos prejudicado no processo de preservacdo. Apos a
inseminagdo artificial, a taxa de gestagcdo aparenta ser mais ata que aquela atingida pelo
sémen congelado/descongelado (LINDE-FORSBERG & FORSBERG, 1993).

3. Osdiluidoresdo sémen

Diversos diluidores foram utilizados para o resfriamento do sémen canino como:
Fresh-phos, Biladyl, EDTA, Trisfrutose, Tris-glicose, Tris-BES (IGUER-OUADA &
VERSTEGEN, 2001), leite desnatado, plasma seminal autélogo (ROTA et al., 1995) e,
recentemente, o diluidor a base de &gua de coco (FONTENELE et a., 2002).

Um bom diluidor deve conter nutrientes com uma reserva de energia, Servir como
tampédo gjustando as alteragcbes no pH, promover uma pressdo osmotica e concentracdo de
ions dentro dos padrdes fisioldgicos, prevenir o crescimento de bactérias, proteger as células
do choque térmico durante o processo de resfriamento e possuir crioprotetores que reduzam
os danos as células espermaticas durante a congelacdo e posterior descongelacdo
(CONCANNON & BATISTA, 1989).



Os ingredientes que compdem os diluidores do sémen sdo semelhantes aos da
maioria dos meios de cultivo de células, os quais contém substrato energético, tampao
biol6gico, diversos eletrdlitos e um importante componente sdo os antibidticos, utilizados para
prevenir o crescimento bacteriano (ALTHOUSE et al., 2000).

3.1. A 4guadecoco

A é&gua proveniente do fruto Cocus nucifera é uma solugdo estéril, ligeiramente
acida, contendo proteinas, sais, agucares, vitaminas, fatores de crescimento (fitormonios) e
poucos fosfolipidios (NUNES, 1995).

A &gua de coco in natura proveniente de frutos com idade de seis meses (variedade
verde da praia) apresenta uma osmolaridade em torno de 500 mOsmol/L e um pH de 4,5 a5,0
(NUNES & COMBARNOUS, 1995). Para uma perfeita compatibilizacdo da agua de coco
com 0 sémen canino, deve ser feita uma correcdo da osmolaridade para 300-310 mOsmol/L e
do pH para 6,2 a 6,6 (SILVA, 1999). Como correcdo inicial, apos filtrar a dgua de coco,
adiciona-se agua destilada e uma solucéo de citrato de sodio a 5 % (NUNES, 1995). Desse
modo, o diluidor a base de &gua de coco € composto por cerca de 50 % de agua de coco in
natura + 25% de &gua destilada + 25 % de citrato de sodio a5 % (FONTENELE et al., 2002).

Apesar da comprovada eficécia da solucéo a base de &gua de coco paraa diluicéo do
sémen de diversas espécies, como caprinos (NUNES, 1995), suinos (TONIOLLI &
MESQUITA, 1990), capotes (MILITAO et al., 1994), ovinos (SOUZA et a., 1994) e caninos
(CARDOSO et al., 2000), verifica-se a existéncia de poucos trabalhos avaliando-se sua
eficiéncia para a conservacdo sémen canino pelo resfriamento (FONTENELE et al., 202,
CARNEIRO et al., 2005). Contudo, estes trabalhos revelaram um resultado ainda
insatisfatorio para a utilizacdo do sémen canino resfriando com diluidores a base de &gua de
coco em nivel comercial.

Entretanto, a utilizacdo da agua de coco como diluidor de sémen se depara com
algumas dificuldades de ordem prética como a disponibilidade de frutos com caracteristicas
ideais, ou sgja, com cerca de seis meses de maturacéo, e aimpossibilidade de armazenamento
do produto. Desse modo, um processo que possibilitasse a sua conservagdo numa forma em
gue suas caracteristicas benéficas ndo fossem ateradas e permitisse o rapido preparo do
diluidor, facilitaria 0 seu uso, inclusive em regides que ndo dispdem do fruto (BRAZ et d.,
2003).



Com o intuito de permitir adifusdo da tecnologia em locais que ndo possuem o fruto
e simplificar seu uso, a &gua de coco foi padronizada na forma de pé através de um processo
de vaporizacdo em “Spray Dryer” no aparelho de modelo AS0340D, fabricado por Niro
Atomizer Mobile Minor (SALGUEIRO et al., 2002; SAMPAIO NETO et a., 2002). A
solucdo & base de 4gua de coco produzida na forma de pé foi denominada ACP®, sendo entdo
denominado ACP-106° o diluidor para uso no sémen canino.

Estudos anteriores revelaram que o diluidor ACP-106® pode ser utilizado com a
mesma eficiéncia que o diluidor a base de &gua de coco in natura para a criopreservagdo do
sémen canino (CARDOSO, 2005) e para diluicdo do sémen fresco utilizado para inseminagéo
artificial (UCHOA, 2004).

A qualidade do sémen canino apdés a descongelacdo, utilizando odiluidor ACP-
106®, foi mais bem estudada em comparagdo & qualidade do sémen resfriado. Cardoso (2005)
demonstrou que o0 sémen canino pode ser criopreservado utilizando uma taxa de diluico fixa
(1:1) ou a concentracdo espermatica de 200 milhdes de espermatozoides por mL e que O
armazenamento a -10 2C nd diminuiu a eficiéncia do diluidor ACP-106° para a
criopreservacdo do £men canino, constituindo uma alternativa de estocagem do diluidor e
aumento de sua vida Util. Em relagdo a qualidade do sémen canino ap6s a descongel agéo, foi
observada uma motilidade média de 52% quando avaliada subjetivamente, contudo, este
parémetro foi significativamente superior ao estimado pela andlise computadorizada da
motilidade que revelou um valor 23% (CARDOSO, 2005). Essa divergéncia na motilidade foi
atribuida & incompleta dissolucdo da gema de ovo no diluidor ACP-106%, o que gerou a
presenca de particulas que foram identificadas pelo equipamento de analise computadorizada
como espermatozoides imoveis. Outro parametro avaliado por Cardoso (2005) foi a
integridade de membrana apés a descongelacéo, onde foi encontrado um percentual de apenas
35,1% de espermatozoides com membranas intactas. No entanto, no ensaio de interagdo com
zona pellcida, foi observada uma média de 75,3% de espermatozéides interagidos com
odcitos homdlogos.

Em relagdo ao sémen canino resfriado, Madeira e colaboradores (2004) observaram
que o diluidor ACP-106® contendo 20% de gema de ovo conservou melhor a qualidade do
sémen canino resfriado a4 ?C por até 96 horas quando comparado ao liquido prostatico
autélogo ou o diluidor ACP-106® sem gema de ovo. J& Carneiro e colaboradores (2005),
observaram que os diluidores Tris, ACP-106° e o diluidor & base de &gua de coco in natura,

conservaram de maneira semel hante a qualidade do sémen canino a5 ?C. No entanto, neste



dltimo trabalho, a motilidade do sémen resfriando em ACP-106® sofreu uma reducgo dréstica
de 86,66% no sémen fresco para 51,66% apds 24 horas de resfriamento.

A utilizaco do ACP-106® para diluicdo do sémen fresco para inseminago artificial,
possibilitou a obtencdo de taxas de parico e indice de prolificidade semelhantes a monta
natural, além de favorecer o nascimento de um maior nimero de fémeas em relacéo a machos
por ninhada (UCHOA, 2004). Segundo Uchoa (2004), o indice de prolificidade e a taxa de
paricio das cadelas inseminadas com sémen diluido em ACP-106® foi de 7,12 e 91%,
respectivamente. Uchoa (2004) observou que a proporcdo de machos:fémeas nos filhotes
nascidos apos monta natural girava em torno de 50%. No entanto, apos inseminacao artificia
com sémen fresco em diluidor a base de &gua de coco in natura, essa propor¢do passou para
33,7% de machos e 66,3% de fémeas e apos inseminacdo artificial com sémen fresco diluido

em ACP- 106®, nasceram 35,7% de machos em detrimento de 64,3% de fémeas.

4. Usodeantibi6ticos nos diluidor es de sémen

A contaminagdo bacteriana é um dos fatores que podem influenciar a qualidade do
sémen resfriado, onde a reducdo da motilidade e danos no acrossoma podem ser observados,
em decorréncia do crescimento bacteriano e possivel producéo de endotoxinas de origem
bacteriana, no meio diluidor do sémen. Por este motivo, 0 uso de antibiéticos nos meios
diluidores tem sido uma pratica muito utilizada, possibilitando o aumento do tempo de
estocagem do gjaculado (BOUSSEAU et al., 1998; TONIOLLI et al., 2001).

A contaminagdo dos €jaculados pode ser oriunda de bactérias da flora uretral, do
diluidor empregado ou de outros componentes utilizados como a gema de ovo (BOUSSEAU
et a., 1998; JOHNSTON et al., 2001). Bousseau e colaboradores (1998) encontraram
contaminac@o bacteriana, tanto nos diluidores comerciais contendo gema de ovo, quanto na
gema de ovo dbtida de diferentes fontes (ex.: ovos inteiros oriundos de supermercados ou
fazendas e gema de ovo de utilizagdo industrial sob aforma liquida ou po).

Varios estudos tém sido conduzidos com o objetivo de testar os efeitos de diferentes
antibioticos sobre a qualidade e preservacdo do sémen de diversas espécies. Bons resultados
foram demonstrados com o0 uso da gentamicina e da amicacina associada a penicilina G
potassica sobre 0 sémen resfriado do suino (TONIOLLI et al., 2001) e eqlino (VARNER et
al., 1998), respectivamente, e da ofloxacina para a criopreservacdo do sémen humano (KING
et al., 1997). Com relagdo ao sémen canino, a maioria dos pesquisadores da atualidade

emprega a benzil penicilina associada a diidroestreptomicina ou estreptomicina na composi ¢ao



dos diluidores do s@men canino (ROTA et a., 1995 PENA & LINDE-FORSBERG, 2000:;
IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001).

5. Protetoresderesfriamento

Um componente largamente utilizado na composi¢do dos diluidores de sémen € a
gema de ovo, a qual foi atribuida propriedades nutritivas e protetoras de membrana contra o
choque térmico (ENGLAND, 1993; RODRIGUES, 1997; MOUSSA et d., 2002).

Para a preservacdo do sémen canino, a maioria dos autores utiliza concentractes de
gema em torno de 20% no diluidor (LINDE-FORSBERG & FORSBERG, 1989; IGUER-
OUADA & VERSTEGEN, 2001). Visto que a gema de ovo tem uma capacidade de tampéo,
sua quantidade no meio varia de acordo com a capacidade tamponante dos outros
componentes do diluidor (FARSTAD, 1996).

Moura (2000) comparou eficiéncia da gema de ovo de galinha e codorna como
protetores de resfriamento na congelagdo do sémen de cdes e observou ndo existirem
diferencas entre as mesmas quanto a conservacdo da motilidade, vigor e morfologia
espermatica apos a descongelagdo. Assim, € sugestivo que a gema de ovo de codorna, que €
bastante rica em acido ascOrbico e outras vitaminas, possa também ser utilizada na
preservacdo do sémen canino.

Diversos autores tém sugerido que a fracdo de baixa densidade da gema de ovo,
principamente composta por lipoproteinas de baixa densidade (LDL), poderia ser
basicamente responsdvel pela resisténcia ao choque térmico e melhoria na motilidade
(MOUSSA et d., 2002). Segundo Moussa et al., (2002) as lipoproteinas de baixa densidade
poderiam aderir a superficie da membrana celular restaurando a perda de fosfolipideos e
aparentemente induzindo a uma alteracdo transitéria de sua composicdo, consequientemente,
prevenindo a ruptura da membrana plasmética (FARSTARD, 1996).

AsLDL sdo extremamente solUveis em meios a base de agua, devido a sua baixa
densidade, e ndo precipita apés algumas horas, promovendo um filme interfacia entre os
acidos graxos e a agua (MARTIN, 2005). Estudos recentes mostraram ser possivel a
purificacdo das LDL, permitindo sua utilizacdo em substituicdo a gema de ovo integral
(MOUSSA et d., 2002). Varela Jr. E colaboradores (2004) avaliaram o efeito de diferentes
concentragdes de LDL purificada adicionada ao diluidor Tris para o resfriamento do sémen do
cdo a5 °C e observaram que concentracfes entre 6 e 10% de LDL s&o t&o eficientes quanto o
uso de 20% de gema de ovo integral.



Apesar de seus conhecidos efeitos benéficos, as desvantagens dos diluidores que usam
a gema de ovo integral sdo atribuidas a opacidade éptica, causada pelos grénulos formados,
gue dificultam o exame imediato a avaliagdo microscopica, 0 prejuizo causado a respiracdo do
espermatozdide, a diminuicdo da motilidade e, ainda, podem transportar microorganismos
patogénicos (BOUSSEAU et al., 1998; MARTIN, 2005). Além disso, elafavorece o processo
de oxidagdo sobre os espermatozdides, podendo promover a peroxidacdo dos lipidios
insaturados, a qual o espermatozéide canino € bastante sensivel (RODRIGUES, 1997).

Por essas razfes, foram conduzidas pesguisas visando a substituicdo da gema por
outros lipidios sintéticos e purificados e observaram que os andlogos do hidroxitolueno
butilado (BHT) sdo interessantes substitutos por protegerem a membrana plasmética dainjiria
provocada pelo choque térmico (FARSTAD, 1996).

O dodecil sulfato de sbdio (DSS) tem sido um componente adicionado aos diluidores
para criopreservacao do sémen de diversas espécies como suino, bovino, eqlino, camundongo
e canino, conferindo maior motilidade, integridade acrossomal e alta taxa de fertilizac&o, tanto
invitro, quanto in vivo (ROTA et a., 1997). Tendo-se encontrado que aincorporacéo do DSS
aos diluidores de sémen que contém gema de ovo, confere protecdo ao espermatozéide de
diversas espécies contra 0 dano induzido pela criopreservacéo (ABOAGLA & TERADA,
2004).

O DSS é um detergente aniénico do grupo alquil idnico, soluvel em &gua, que age
desnaturando proteinas de membrana, e que, quando em altas concentragdes, pode solubilizar
completamente membranas bioldgicas. A natureza da protecdo exercida pelo DSS ndo é
completamente conhecida, sugere-se que o efeito do DSS possa ser exercido diretamente no
meio extracelular, solubilizando as lipoproteinas da gema do ovo e aumentando, desta forma,
seu potencial de proteggo (PENA, 2000).

Rota et al. (1997) incluiram a pasta Equex STM ao seu diluidor para o sémen de céo
e constataram sua agao benéfica sobre os espermatozoides. Os mesmos autores, em acordo
com o citado anteriormente, sugeriram que a fracdo ativa do Equex, o DSS, deve estar
envolvida com a solubilizagéo e a ativagdo de componentes da gema de ovo.

Pefia (2000) constatou que o0 Equex, quando utilizado em diluidores para 0 sémen
canino, exerceu um efeito protetor sobre as membranas esperméticas e sugeriu que o DSS
possa ter reduzido a fase de transicéo lipidica e/ou protegido o funcionamento de bombas
iGnicas dos espermatozdides. Contudo, Pefia (2000) alertou para o fato de que a exposicéo

prolongada dos espermatozoides ao DSS ou as lipoproteinas da gema de ovo tratadas pelo
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DSS, pode conferir um excesso de fluidez as membranas esperméticas indicando que seu
efeito benéfico é dependente do tempo de exposicéo e da concentracdo deste no meio diluidor.

Acredita-se que o detergente DSS atua na solubilizacdo e dispersdo dos globulos da
gema de ovo no diluidor, aumentando o contato entre o contelido protetor da mesma e a
membrana plasméatica do espermatozéide aumentando seu efeito protetor (ABOAGLA &
TERADA, 2004). A hipdtese que o DSS atua na solubilizag&o de moléculas ativas da gema de
ovo foi sustentada no fato de que quando o sobrenadante foi utilizado no preparo do diluidor,
o DSS teve um importante efeito positivo sobre a motilidade pds-descongelacdo quando
adicionado antes em vez apos a centrifugacéo (ROTA et a., 1997). Foi verificada ainda, uma
reducdo na viabilidade espermatica quando o DSS é adicionado a diluidores sem gema de
ovo, revelando gue os detergentes, incluindo o DSS, tém um efeito espermicida (ROTA et a.,
1997).

Pefla e Linde-forsberg (2000) observaram que 0s espermatozéides caninos
congelados na presenca de DSS ndo apresentaram hiperativacdo apds a descongelacdo. O
mesmo ndo foi observado na auséncia de DSS, indicando que este componente previne ou
reduz alteragbes semelhantes a capacitacdo no espermatozdide canino. Por outro lado, a
presenca do DSS causa um grande influxo de célcio no espermatozoide canino (PENA et al.,
2003), o que também ocorre durante a capacitacao.

A concentracdo Gtima de DSS para o espermatozéide bovino varia de acordo com a
concentracdo de gema de ovo utilizada no diluidor (PENA et a., 2003). Para a
criopreservacdo do sémen canino na presenca de 20 % de gema de ovo, foram utilizadas as
concentragdes de 1 % (ROTA et al., 1997; PENA & LINDE-FORSBERG, 2000; PENA et al.,
2003), e ainda foram observados melhores resultados utilizando as concentractes de 0,5; 0,75
e1% deDSS (TSUTSUI et a., 2000).
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3. JUSTIFICATIVA

A indiscutivel popularidade al cancada pelos cées e gatos como animais de estimacao
no final do século XX fez com que sua presenca se tornasse definitiva no nucleo familiar
moderno. Observa-se ainda o interesse dos criadores de cdes em técnicas de reproducéo
assistida com finalidade de explorar a capacidade reprodutiva e avaliar a fertilidade desses
animais, congtituindo-se, atualmente, numa area em franca expansdo (RODRIGUES, 2001).
Por outro lado, as técnicas de reproducdo artificial desenvolvidas em espécies domésticas, sdo
importantes ferramentas na optimizacdo do desempenho reprodutivo de espécies silvestres
com dificuldade de adaptac3o ao cativeiro (GUIMARAES, 2001).

Particularmente na espécie canina, temse doservado um crescente interesse, por
parte dos pesquisadores, no estudo da criopreservacdo do sémen. Contudo, o transporte do
sémen criopreservado é limitado, principalmente, por implicagdes financeiras. Existindo uma
real necessidade do desenvolvimento de biotécnicas que facilitem o intercambio do sémen
canino. Deste modo, o resfriamento apresenta-se alternativa promissora por ser uma técnica
de menor custo, facilmente adaptado para o uso clinico, com regulamento para importacéo e
exportacdo mais simples e taxas de gestacdo superiores a0 do sémen congelado
(BOUCHARD et al., 1990; IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001; PONGLOWHAPAN et
al., 2004).

Além disso, diversos paises diante do risco de introducdo de doencas exdticas, tém
buscado por diluidores isentos de produtos de origem animal a fim de garantir a seguranca
sanitaria nos processos biolégicos (BOUSSEAU et a., 1998; SAMPAIO NETO et a., 2002).
Desse modo, a reducdo ou exclusdo da gema de ovo nos diluidores a base de dgua de coco
atenderiam bem a este requisito. Por outro lado, ndo sendo possivel a exclusdo da gema de
ovo, a inclusio de detergentes como o dodecil sulfato de sodio no diluidor poderia
potencializar a protecdo conferida pela gema, possibilitando sua utilizagdo em uma
concentragado minima.

Ainda observa-se um pequeno nuimero de trabalhos avaliando-se o sémen canino
diluido e resfriado, especialmente em ACP-106°. Vale ressaltar que o diluidor & base de dgua
de coco é de baixo custo, de fécil preparo e sua matéria-prima existe em abundancia no
Nordeste do Brasil.



Dessa forma, 0 estudo sobre o resfriamento do sémen canino diluido em ACP-106°
€ de grande importancia, uma vez que abre a perspectiva de alternativas para a conservacao
do sémen de reprodutores valiosos. Além do mais, o estudo de biotécnicas de sémen canino
servem como modelo a ser posteriormente testados para 0 sémen de canideos selvagens, tais
como o lobo guara (Chrysocyon brachyurus) e o cachorro vinagre (Spheotos venaticus) de

ocorréncia no Brasil e ameagados de extingao.
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4.HIPOTESES CIENTIFICAS

O diluidor & base de &gua de coco na forma de p6 (ACP-106®) é eficiente para a

conservagao da qualidade do sémen canino resfriado a4 °C por até 72 horas.

A reducdo da concentracdo de gema de ovo no diluidor (ACP-106%) n&o atera a

gualidade do sémen canino resfriado.

O uso do dodecil sulfato de sddio na composicao do diluidor (ACP-106%) possibilita

melhor conservacao do sémen resfriado.
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5.OBJETIVOS

Geral
? Avaliar o desempenho do diluidor & base de 4gua de coco na forma de p6 (ACP-106%)

para a conservacao da qualidade do sémen canino pelo resfriamento.

Especificos
? Testar diferentes concentraces de gema de ovo para o resfriamento do sémen canino
diluido em ACP-106";
? Avdiar o efeito da adicdo de dodecil sulfato de sddio (DSS) ao diluidor ACP-106

sobre a qualidade do sémen canino resfriado.
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6. MATERIAL E METODOS

Desenho Experimental

Egte trabalho foi dividido em dois experimentos distintos:
1. Influéncia da concentracdo de gema de ovo na qualidade do sémen canino
diluido em ACP-106° e resfriado 4 °C.
2. Uso de dodecil sulfato de sddio ro diluidor ACP-106® sobre a qualidade do

sémen canino resfriado 4 °C

{ Ejaculados }

(n=20)
|
s ; N f ; )
Experimento 1 Experimento 2
(n=10) (n=10)
\§ J g J
Ejaculado Ejaculado
( )
| ACP’-106 + 0% 0 )
i gema > ACP®-106
. J . J
( ) ([ AcH 20% |
| ACP?-106 + 5% s ACP-106+20%
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\§ / p
- 3\ | ACP’-106 + 0,25%
| ACP’-106 + g DSS
| 10% gema \
- J
4 ?
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| 20% gema +0,25% DSS
. J N

Figura 1. Desenho experimental adotado para a execugdo do trabalho de mestrado, utilizando-

se 20 gjaculados caninos.
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Animais Experimentais

Foi utilizado um total de dez cées das racas American Pit Bull Terrier (n=5) e Boxer
(n=5), oriundos de canis particulares, clinicamente sadios e de fertilidade comprovada. No
experimento um, foram utilizados oito cdes, sendo cinco da raca Boxer e trés da raga
American Pit Bull Terrier e no experimento dois, foram utilizados seis animais sendo trés de
cada raga. Os cées receberam alimentacdo a base de ragdo comercia peletizada e tiveram
acesso a agua ad libitum. Foram utilizados nos experimentos apenas eaculados que
apresentassem motilidade superior a 70 %, vigor = 3, e menos de 15 % de espermatozdides

com ateraces morfol ogicas.

Preparacéo dos diluidores
O diluidor ACP-106® (ACP Biotecnologia®, Fortaleza-Ceard, Brasil) foi preparado
segundo as recomendagBes do fabricante. Foi acrescido sulfato de diidroestreptomicina®
(Img/mL) e benzilpenicilina sodica® (1500 UI/mL). O diluidor assim preparado apresentou
pH de 6,8 e osmolaridade de 300 mOsm/L. Em cada experimento os diluidor ACP-106°
recebeu os seguintes aditivos, consistindo nos seguintes grupo-tratamento:
? Experimento 1
0 ACP-106® sem adicdo de gema de ovo;
o ACP-106® contendo 5% de gema de ovo;
o ACP-106° contendo 10% de gemade ovo;
o ACP-106® contendo 20% de gema de ovo.
?  Experimento 2
0 ACP-106° sem aditivos;
o ACP-106° contendo 20% de gema de ovo;
o ACP-106° contendo 0,25% de DSS;
o ACP-106° contendo 20% de gema de ovo e 0,25% de DSS.

ApGs o preparo, os diluidores foram centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos e

utilizado o sobrenadante.
Coleta e processamento do sémen
O sémen foi coletado de acordo com a disponibilidade dos animais, através da técnica

de manipulacéo digital do bulbo peniano (CHRISTIANSEN, 1988) com o auxilio de um funil

1. Pentabidtico Veterinario, Fort Dodge Salde Animal Ltda, Campinas/SP, Brasil.
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plastico e tubos graduados. A segunda fracdo do egaculado, rica em espermatozéides, foi
retida para fins de avaliagéo e posterior resfriamento.

Logo apbs a coleta, foi readlizada avaliacdo dos pardmetros fisico-quimicos e
microscopicos do sémen e, em seguida, foi readlizada a separacdo em aiquotas de igual
volume que foram diluidas na proporcdo adequada para que atingissem uma concentracéo
final de 1x10%sptz/mL e redizada nova avaliacdo dos pardmetros microscopicos. As mesmas
foram acondicionadas numa caixa térmica contendo gelo reciclavel (6 ?C) por 60 minutos,
iniciando-se o resfriamento e, posteriormente, foram transferidas para um refrigerador? a4 °C
perfazendo uma curva de resfriamento de -0,33 °C/min. Apds 24 horas, as aiquotas foram
transferidas para uma bandgja contendo uma estante plastica para tubos imersa em
aproximadamente trés litros de agua destilada a 4 °C, afim de possibilitar uma oscilacéo
maxima de 1 °C. A temperatura da &gua, na qual os tubos estavam imersos, foi monitorada
diariamente, sendo verificada os valores maximo e minimo com auxilio de um termémetro
digital® instalado no lado de fora do refrigerador, porém com sensor de temperaturaimerso na
agua da bandeja.

A fim de avaliar a sobrevivéncia espermatica, uma aliquota de 50?L das amostras de
sémen resfriadas foram reaquecidas em banho-maria a 37 °C e avaliadas microscopicamente,
acada 24 horas até que ndo fossem mais observados espermatozéides méveis no experimento

1 e até o quinto dia no experimento 2.

Avaliacdo do sémen

O sémen coletado foi avaliado quanto aos seus parametros fisico-quimicos e
microscopicos. As avaliagbes dos parametros fisico-quimicos incluiram: cor, viscosidade,
volume, concentracdo espermatica e pH atraveés de fitas indicadoras (pH-Fix 0-14, Macherey-
Nagel®). Ja as andlises microscopicas incluiram: motilidade, vigor, funcionalidade de
membrana, morfol ogia espermatica e acrossomal.

A avaliacdo da motilidade e do vigor foi realizada subjetivamente com auxilio da
microscopia optica, em aumento de 100 x, onde a motilidade foi expressa em percentua de
espermatozéides méveis e o vigor em umaescaade 0 a5 (CHRISTIANSEN, 1988).

A concentragdo espermética foi determinada através da contagem em camara de
Neubauer (CBRA, 1998).

Para a avaliacdo da morfologia espermética e acrossomal, foram utilizados esfregacos
corados com rosa de bengala, sendo contadas 200 células por lamina em microscopio de

contraste de fase (1000 x). Na avaiacdo morfolégica, os espermatozéides foram classificados



18

Como normais ou apresentando alteracfes primarias ou secundérias (CHRISTIANSEN, 1988).
Os acrossomas foram classificados como normais, destacados, ausentes, vesiculados,
edemaciados ou com distribuicio anormal (OETTLE, 1993).

Para a avaliagdo da funcionaliidade da membrana espermatica, foi utilizado o teste
hiposmético (JEYENDRAN et a., 1984) no sémen fresco e resfriado. Foi utilizada uma
solucdo hiposmatica (150 mOsmol) constituida de citrato de sodio (7,35 g), frutose (13,51 Q)
e &gua destilada autoclavada (1000 mL). Uma aliquota de 5?L de sémen foi diluida em 45?L
da solucdo hiposmdtica e levada ao banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Ap6s o término do
periodo de incubacdo, uma aliguota foi colocada em lamina, coberta com laminula, e avaliada
em microscopio optico no aumento de 400x. Foram contadas 200 células e do total de
espermatozéides com cauda enrolada foi subtraido o nimero de espermatozdides que
apresentaram a mesma ateracdo na avaliagdo morfoldgica em esfregacos corados. Os
espermatozéides apresentando enrolamento de cauda, indicativo de edema, foram

considerados como apresentado membrana funcional.

Andlise estatistica

Os dados de cor e viscosidade da segunda fracdo do sémen foram descritos de forma
subjetiva. Os demais parametros foram expressos na forma de média e desvio padrdo e
anaisados pelo software Statview 5.0 (SAS Ingtitute Inc., 1998). As diferencas entre os caes
no que se rkfere as caracteristicas do sémen fresco foram analisadas pelo teste de Kruskal-
Wallis. Para a motilidade, morfologia e funcionaidade de membrana foi empregada a
transformacéo angular. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade KS. Com a
finalidade de comparar os grupos, foi empregado o teste t de Student para os parametros de
motilidade, porcentagem de espermatozOides e acrossomas morfologicamente normais,
membranas funcionais e pH. Para o vigor, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Cada
tratamento foi realizado em dez replicatas. Para efeito de comparagcdo entre 0s grupos no
primeiro experimento foram consideradas as diferencas estatisticas (P<0,05) até o sétimo dia
de resfriamento. Para o segundo experimento, foram consideradas as diferencas estatisticas

(P<0,05) durante os cinco dias de resfriamento.



19

[ Coletado sémer ]

Avaliacgo fisico-quimi caL
€ microscopica

[ Avaliagdo microscopica |4

J

\ 4 A\ 4 \ 4 v A\ 4

[Motilidade] [ Vigor ] [pH] [Morfologia] [Funcionalidade de membrana]

Figura 2. Processamento do sémen adotado para a execucdo do trabalho de mestrado nos

experimentos 1 e 2.
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7. RESULTADOS

Experimento 1

Todos os gaculados obtidos apresentaram cor branca opalescente e viscosidade
leitosa. Os valores esperméticos de motilidade, vigor, concentracdo e morfologia estéo
apresentados na tabela 1. A andlise estatistica demonstrou que 0s animais experimentais
representaram uma populagdo homogénea, uma vez que ndo foram observadas diferencas

estatisticas significativas entre eles (P>0,05).

Tabela 1. Caracteristicas (média £ dp) dos gaculados frescos (n=10) dos animais no

experimento 1

Par ametro Média £ dp
Volume (mL) 1,22 + 0,58
Motilidade (%) 985124
Vigor (0-5) 500
Espermatozdéides morfol ogicamente normais (%) 92,1+4,41
Espermatozéides com membrana funcional (%) 91,25+ 5,50
Acrossomas normais (%) 97,9+ 2,42
Concentragdo esperméatica (x 10° sptz/mL) 687 + 292,54
pH 700

P>0,05 (Teste de Kruskal-Wallis).

Apés adiluicdo e do segundo ao terceiro dia, a motilidade e o vigor foram preservados
de maneira semelhante por todos os grupos empregados (Tabelas 2 e 4). No primeiro dia de
resfriamento, a inclusdo de 20% de gema de ovo, possibilitou uma melhor conservagdo da
motilidade quando comparada aos grupos contendo 5% ou na auséncia da gema e 0 grupo
contendo 10% de gema foi semelhante aos demais grupos. Neste mesmo tempo, a incluséo de
20% de gema de ovo, possibilitou uma melhor conservagdo do vigor espermatico em
comparacdo ao grupo contendo 5% e os grupos 0% e€10% néo diferiram dos demais. Do
guarto ao sexto dia de resfriamento, houve uma melhor conservagéo da motilidade e do vigor
Nno grupo que nao continha gema de ovo em relacdo ao contendo 5% de gema. Os grupos
contendo 10% e 20% de gema ndo diferiram dos demais. Apos sete dias de resfriamento, o
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grupo que ndo continha gema de ovo apresentou motilidade e vigor superiores aos grupos
contendo 5% e 10% de gema. O grupo contendo 20% de gema de ovo néo diferiu dos demais

grupos.

Tabela 2. Motilidade do sémen canino apos a diluicdo (dil) em ACP-106®contendo diferentes

concentragdes de gema de ovo e resfriamento a4 2C

Concentracéo de gema de ovo

Dias

0% 5% 10% 20%
Dil 96,5 + 4,12a 98,0 + 2,59 98,5 + 2,42a 98,5 + 2,42a
1 700+2667a  755+164la 865+973a 90,3+ 6,13b
2 61,0£2378a  505+30,04a 610+36,88a 72,8+ 27,70a
3 51,0+22,34a  340+37,18a 410+41,69a 47,5+ 39,25
4 41,0+2025a  160+2951b 350+ 37,49b 37,5+ 37,80ab
S 335+2186a  50+1581b 220+2936ab 22,5+ 29,74ab
6 23,5+ 21,092 30+949%  12,0+2098ab 18,0+ 25,30ab
7 18,5+ 17,65a 0,5+ 1,58b 4+ 12,65b 13,0 + 19,47ab
8 13,0+ 17,029 0+0 2,0+ 6,32 7,5+ 13,18
9 9,0+12,65 0+0 0+0 1,0 + 3,16
10 5,0+8,50 0+0 0+0 0+0
11 4,5+8,32 0+0 0+0 0+0
12 3,0 £ 6,749 0+0 0+0 0+0
13 20+£4,22 0+0 0+0 0+0
14 154337 0+0 0+0 0+0
15 05+1,58 0+0 0+0 0+0
16 01+£0,32 0+0 0+0 0+0
17 0,05+ 0,16 0+0 040 040
18 0£0 0+0 0+0 0+0

a, b na mesma linha: P<0,05.

diluidor ACP-106%acrescido ou ndo de gema de ovo (Tabela 3).

Neste trabalho, a morfologia espermatica foi protegida de maneira semelhante pelo



Tabela 3. Porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais (média £ dp) no
sdmen canino apdés a diluicdo (dil) e resfriamento em ACP-106® contendo

diferentes concentracdes de gema de ovo

Concentracéo de gema de ovo

Dias
0% 5% 10% 20%

Dil 91,05 + 3,99 93,15+ 2,24 91,75 + 6,02 92,55 + 3,76

1 85,5+ 5,28 88,7 £ 5,77 87,35+ 6,36 86,5+ 4,30

2 84,17 + 6,93 88,1+ 4,79 85,7 + 6,45 85,1+5,28

3 83,33+ 6,84 85,3+ 5,72 83,88 + 5,87 83,44 + 5,48

4 82,56 + 7,54 83,2+ 7,60 84,71+ 7,30 82,86 + 6,01

5 80,22 + 9,51 81,67 + 4,04 79,6 £ 9,02 80,71+ 6,99
P>0,05

A principal diferenca entre os grupos foi em relagdo ao pH. Apoés o resfriamento, foi
observada uma reducdo do pH nos diluidores que continham gema de ovo (Tabela 5). Nos
dias trés a cinco de resfriamento, essa reducdo no pH foi significativa nos grupos que
continham 5, 10 e 20% de gema de ovo. Houve uma reducdo significativa no pH do grupo
20% comparado ao grupo sem gema de ovo no segundo dia de resfriamento. No quarto dia, o
grupo 0% manteve seu pH inalterado, havendo uma reducéo significativa no pH dos demais
grupos. No dia cinco, foi observado quadro semelhante ao dia anterior.

Apos o resfriamento, foi observada uma reducéo no percentual de espermatozoides
com membranas funcionais (Tabela 6). No dia quatro, a auséncia de gema de ovo no diluidor
melhor protegeu a integridade funcional de membrana apenas em relagdo ao diluidor que
continha 5% de gema de ovo, nos demais dias, a funcionalidade de membrana foi semelhante
entre 0S grupos.

Em relacdo a morfologia acrossomal, a inclusdo de gema de ovo a@s diluidores
possibilitou uma melhor conservacdo em comparacdo ao diluidor sem gema de ovo um dia
apos o inicio do resfriamento (Tabela 7). Nos demais dias, os diluidores conservaram de

maneira semel hante a morfol ogia acrossomal .
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Tabela 4. Vigor do sémen canino apés a diluicdo (dil) em ACP-106®contendo diferentes

concentragcdes de gema de ovo e resfriamento a4 2C

Concentracéo de gema de ovo

Dias

0% 5% 10% 20%
Dil 5,0+ Oa 5,0+ Oa 5,0+ Oa 5,0+ 0a
1 3,8 + 1,55ab 3,95 + 0,76a 4,6 + 0,700 4,7 + 0,420
2 3,5+ 1,43a 3,25+ 1,44a 3,55+ 1,98a 4,0+ 1,55
3 29+ 1,29 2,05 + 2,22a 24+217a 2,85+ 2,19a
4 28+123a 1,0 £ 1,70b 215+229ab  23+1,95a
5 2,2+ 1,03a 0,4+ 1,26b 1,4 + 1,84ab 1,6 + 1,90ab
6 1,9+1,37a 0,3 0,95+b 0,8 + 1,40ab 1,3+ 1,77ab
7 1,7+ 1,34a 0,1+0,32b 0,3+0,95b 1,1+ 1,45ab
8 1,2+1,32 0+0 0,2+ 0,63 1,0+ 1,41
9 1,1+ 1,29 0+0 0+0 0,2+ 0,63
10 0,5+ 0,85 0+0 0+0 0+0
11 0,4+ 0,70 0+0 0+0 0+0
12 0,3+ 0,67 0+0 0+0 0+0
13 0,3+ 0,67 0+0 0+0 0+0
14 0,2 + 0,42 0+0 0+0 0+0
15 0,1+ 0,32 0+0 0+0 0+0
16 0,1+ 0,32 0+0 0+0 0+0
17 01+£0,32 0+0 0+0 0+0
18 0+0 0+0 0+0 0+0

a, b namesmalinha: P<0,05..
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abela 5. Valores de pH (média + dp) do sémen canino apos a diluicdo (dil) e resfriamento

em ACP-106® contendo diferentes concentracdes de gema de ovo

Concentracéo de gema de ovo

Dias
0% 5% 10% 20%
Dil 7,0+ 0a 7,0+ 0a 7,0+ 0a 7,0+ 0a
1 7,0+ 0a 7,0+ 0a 7,0+ 0a 6,8+ 0,42a
2 7,0+ 0a 6,8+ 042ab 6,7+ 0,48ab 6,4+ 0,52b
3 7,0+ 0a 6,5+ 0,53b 6,44 + 0,530 6,1+ 0,32b
4 70+ 0a 6,5+ 0,55b 6,17 + 0,41bc 6,0 + Oc
5 6,89 + 0,34a 6,0 + Ob 6,0 + Ob 6,0 + Ob
a, b, c na mesma linha: P<0,05.

Tabela 6. Porcentagem de espermatozoi des apresentando membranas funcionais (média + dp)

diferentes concentragdes de gema de ovo

no sémen canino apés a diluicio (dil) e resfriamento em ACP-106® contendo

Concentracéo de gema de ovo

Dias
0% 5% 10% 20%
Dil 86,85 + 7,24a 89,8 + 6,32a 90,75 + 2,99a 90,6 + 4,38a
1 75,4+ 978a 78,35+ 13,13a 82,15+ 10,05a 79,15+ 9,32a
2 71,65+9,67a 7595+1383a 79,6+ 10,71a 72,1+ 12,73a
3 71,33 £ 9,90a 67,0+ 10,17a 69,13+ 16,05a 72,56 + 8,79a
4 64,78 + 12,36a 635+ 7,65b 63,93+ 1540ab 66,93+ 15,69ab
5 61,89 + 6,47a 52,6 +12,29a 64,83+10,97a 60,43 + 26,80a
a, b na mesma linha: P<0,05.



Tabela 7. Porcentagem de espermatozoides apresentando acrossomas morfologicamente
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normais (média + dp) no sémen canino apds a diluicdo (dil) e resfriamento em

ACP-106° contendo diferentes concentracdes de gema de ovo

Concentracéo de gema de ovo

Dias
0% 5% 10% 20%

Dil 97,2+ 1,48a 97,0+ 1,25a 960+14la 958+ 2,044a
1 87,1+ 6,87a 20+4470  90,1+561b 90,3 + 4,24b

2 8567+ 6847a 844+762a  863+715a 85,6 + 6,10a

3 85,0 + 6,32a 850+6,80a  8313+945a 84,11+ 7,62a
4 8322+ 1065a 76,6+11,35a 8429+945a 80,29+ 8,69
5 83,89+ 10,7la  81,0+50a  730+1852a 80,0+ 1245a

a,b namesmalinha: P<0,05.

Experimento 2

Todos o0s gaculados obtidos apresentaram cor branca opalescente e viscosidade
leitosa. Os valores esperméticos de motilidade, vigor, concentracdo e morfologia estdo
apresentados na tabela 6. A andlise estatistica demonstrou que, assim como o experimento 1,
0S animais experimentais representaram uma populacdo homogénea, uma vez que ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas entre eles (P>0,05) pelo teste de Kruskal-
Wallis.

Tabela 8. Caracteristicas (média + dp) dos ejaculados frescos (n=10) dos animais no

experimento 2

Parametro Média = dp
Volume (mL) 1,41+ 0,94
Motilidade (%) 99,5+ 1,58
Vigor (0-5) 500
Espermatozéides morfol ogicamente normais (%) 95,3+ 3,23
Espermatozéides com membrana funcional (%) 945+ 3,14
Acrossomas normais (%) 98,8+ 1,14
Concentracdo espermética (x 10° sptz/mL) 645 + 239,97

pH 700

P>0,01 (Teste de Kruskal-Wallis)
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Apos a diluicdo, foi observada auséncia de espermatozéides méveis e vigor em todas
as aiquotas diluidas em ACP-106® contendo DSS sem gema de ovo, estas foram excluidas
das avaliagbes nos dias seguintes. Neste mesmo tempo de avaliacdo, a reducdo na motilidade
e no vigor no grupo DSS foi significativa e os demais grupos apresentaram motilidade
semelhante (Tabelas 9 e 10). Nos dias um a trés, a motilidade e o vigor foram conservados de
maneira semel hante nos grupos contendo aditivos, contudo foi significativamente inferior nas
aiquotas diluidas em ACP-106® sem adititvos. J& nos dias quatro e cinco, a diluicdo em ACP-
106® na presenca de gema de ovo, possibilitou uma melhor conservacio da motilidade e do
vigor quando comparada ao grupo sem aditivos. Neste mesmo tempo, o grupo contendo gema
e DSS foi semelhante aos demais. Durante todo o periodo de avaliagdo, a adicdo de gema de
ovo resultou em motilidade estatisticamente semelhante & adicdo de gema de ovo e 0,25% de
DSS.

Tabela 9. Motilidade dos espermatozoides caninos apos a diluicdo (dil) e resfriamento a4 2C

em ACP-106® adicionado ou ndo de gema de ovo e dodecil sulfato de sodio

(DSS)
_ Grupos
Dias
ACP-106° Gema Gema + DSS DSS
Dil 97,5+ 3,54a 99,0+ 2,11a 98,7 + 2,16a 0+0b
1 720+1229a 92,5+ 2,64b 93,6 + 2,50b 0+0c
2 56,0+ 22,71a  84,5+4,97b 83,5+ 7,47b 0+0c
3 420+2348a  770+632b 725+ 13,59 0+0c
4 330+21,11a 67,0+823b 51,3+ 30,79ab 0+0c
5 250+20,14a 60,0+1155b 351+ 33,27ab 0+ 0c
a, b, c na mesma linha;: P<0,01.
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Tabela 10. Vigor dos espermatozdides caninos apos a diluicdo (dil) e resfriamento a4 2C em

ACP-106® adicionado ou ndo de gema de ovo e dodecil sulfato de sodio (DSS)

Dias Grupos

ACP-106" Gema Gema + DSS DSS
Dil 5,0+ Oa 5,0+ Oa 5,0+ Oa 0+ 0b
1 35+0,71a 4,8+ 0,42b 4,8+ 0,42b 0+0c
2 2,9+ 1,10a 4,0+ 0b 4,0+ 0,47b 0+0c
3 2,3+0,95a 3,8+ 0,42b 3,5+ 0,53b 0+0c
4 2,0+ 1,15a 31+0,32b 2,35+ 1,38ab 0+0c
S 2,0+ 1,15a 3,0+ 0b 1,7 + 1,49ab 0+0c

a, b, c namesmalinha: P<0,05

Tabelall. Valores de pH (média + dp) do sémen canino apos a diluicéo (dil) e resfriamento a
4 2C em ACP-106" adicionado ou ndo de gema e dodecil sulfato de sodio (DSS)

a!

Dias Grupos

ACP-106® Gema Gema + DSS DSS
Dil 7+ 0a 7+ 0a 7+ 0a 7+ 0a
1 7+0a 6,1+ 0,32b 6,2+ 0,42b -
2 7+0a 6+ 0a 6+ 0a -
3 7+0a 6+ 0a 6+ 0a -
4 7+0a 6+ Oa 6+ 0a -
5 7+0a 6+ 0a 6+ 0a -
b

na mesma linha: P<0,0001.
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Neste experimento, a morfologia foi significativamente (P<0,0001) afetada pela
diluico em ACP-106® associado a0 DSS na auséncia da gema de ovo, como observado pela
reducdo na porcentagem de espermatozdides morfologicamente normais (Figura 3). Nos dois
primeiros e no ultimo dia de avaliagdo, a morfologia foi protegida de maneira semelhante nos
grupos testados (P>0,01). No dia trés, a adicdo de gema de ovo e 0,25% de DSS promoveu
uma protecdo da morfologia significativamente superior (P<0,05) aos demais grupos, que ndo
diferiram entre s (P=0,8024). No dia quatro, o grupo contendo gema e DSS protegeu melhor

amorfologia espermatica (P<0,05) apenas quando comparado ao grupo sem aditivos.
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Figura 3. Porcentagem de espermatozOides caninos morfologicamente normais apdés a
diluicdo (dil) e resfriamento a 4 2C em ACP-106° adicionado ou ndo de gema de
ovo e dodecil sulfato de sodio (DSS).

a, b no mesmo tempo de avaliacédo: P<0,05

O pH dos diluidores diferiu apenas apds um dia de resfriamento (Tabela 11), onde o0s
grupos com ainclusdo de gema de ovo como aditivo apresentaram valores significativamente
inferiores em comparagdo com a utilizag&o do diluidor ACP-106® sem aditivos (P<0,0001).

Em relacéo ao percentual de membranas funcionais, avaliadas pelo teste hiposmatico,
ap6s a diluicdo foi observada uma reducgo significativa no diluidor ACP-106® contendo
0,25% de DSS (Figura 4). Neste mesmo periodo, os demais grupos possibilitaram a

conservagdo da funcionalidade de membrana de maneira semelhante. Apdés um dia de
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resfriamento, a diluicdo em ACP-106® sem aditivos resultou em um percentual inferior
(P<0,05) de membranas funcionais quando comparado com os demais grupos. Nos demais
dias, houve uma reducdo significativa (P<0,05) no percentual de espermatozdéides com
membranas funcionais no grupo ACP-106%, comparado ao grupo que recebeu adicdo de gema
de ovo. O grupo contendo gema e 0,25% de DSS néo diferiu (P>0,05) dos demais do segundo
ao quinto dia de resfriamento.
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Figura 4. Porcentagem de espermatozoides caninos apresentando membranas funcionais apos
a diluico (dil) e resfriamento a 4 2C em ACP-106" adicionado ou n&o de gema de
ovo e dodecil sulfato de sodio (DSS).

a, b no mesmo tempo de avaliacdo: P<0,05



Tabela 12. Porcentagem de espermatozéides apresentando acrossomas morfologicamente
normais (média £ dp) no sémen canino apos a diluicdo (dil) e resfriamento a4 2C
em ACP-106® adicionado ou ndo de gema de ovo e dodecil sulfato de sadio (DSS)

_ Grupos
Dias
ACP-106® Gema Gema+ DSS DSS

Dil 99,2 + 0,92a 995+ 1.27a 990+ 049 19,7 + 15,598b
1 97,3+ 157a 97,6+ 1,65a 96,2 + 2.53a ;

2 94,4 + 2,59a 97,6 + 1,78b 93,0 + 3,20a .

3 92,6 + 2.76a 95,9 + 2.69b 89,8 + 3.49a .

4 8211+ 1432a 93,6+ 2.27b 87,2+ 543a ;

5 7963+ 1294a 92,78+387b 850+ 6,60ab -

a, b namesma linha: P=0,01.

Como demonstrado para os demais parametros, a adicéo de 0,25% de DSS na auséncia
da gema de ovo, levou a uma reducdo sSignificativa no percentual de acrossomas
morfologicamente normais quando comparado aos demais grupos (Tabela 12). Apos a
diluicdo e no primeiro dia de resfriamento, 0s grupos contendo aditivos, exceto o grupo DSS,
conservaram a morfologia acrossoma de maneira semelhante (P>0,01). Nos dias dois a
quatro, a morfologia acrossomal foi melhor protegida pelo diluidor ACP-106% adicionado de
gema de ovo. No Ultimo dia de resfriamento, a diluicdo em ACP-106° adicionado de gema de
ovo conservou a morfologia acrossomal de forma superior apenas ao grupo sem gema, ndo

deferindo do grupo contendo gema e DSS.
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8. DISCUSSAO

Os parametros encontrados no sémen fresco nos dois experimentos estavam de acordo
com afaixa de normalidade para a espécie canina (OETTLE, 1993; JOHNSTON et al., 2001).

Apbs o resfriamento, foi observado um declinio progressivo na motilidade e no vigor.
Segundo Chantler et al. (2000), esse fendbmeno se deve a sensibilidade espermatica a redugéo
datemperatura, culminando com decréscimo progressivo de sua motilidade quando submetido
ao resfriamento. Esse fendbmeno tem sido atribuido a sensibilidade térmica da bomba sodio-
potassio-ATPase e subsequiente dispersdo de ions (PONGLOWHAPAN et al., 2004).

Experimento 1

Apb6s um dia de resfriamento, no grupo contendo 20% de gema de ovo, houve uma
melhor conservacdo da motilidade quando comparada aos grupos contendo zero e 5%. Esse
efeito benéfico de gema de ovo na preservacdo de motilidade do espermatozdide canino foi
demonstrado previamente por lguer-Ouada & Verstegen (2001). No mesmo tempo de
avaliagdo, ainclusdo de 10% de gema de ovo no diluidor resultou em motilidade semelhante &
inclusdo de 20%. Em relacdo ao vigor, a inclusdo de 20% de gema de ovo, possibilitou uma
melhor conservacdo apenas em relacéo o grupo contendo 5% de gema. Apesar da comprovada
eficacia da inclusdo da gema de ovo, nos demais dias de avaliacdo, a sua inclusdo néo
possibilitou um maior percentual de espermatozdides moveis e vigor quando comparado ao
grupo sem gema. Esse resultado poderia ser atribuido a acidificagdo dos meios diluidores ou
aos efeitos del etérios oriundos da inclusdo da gema de ovo. Martin (2005) relatou que entre as
desvantagens dos diluidores que usam a gema de ovo integra esta o prejuizo causado a
respiracd0 do espermatozdide, diminuicdo da motilidade ou ainda a contaminacéo por
microorganismos patogénicos. Segundo Toniolli et a. (2001), a contaminagdo bacteriana é
um dos fatores que podem influenciar a qualidade do sémen resfriado, onde a reducdo da
motilidade e danos no acrossoma podem ser observados, em decorréncia do crescimento
bacteriano e possivel producdo de endotoxinas de origem bacteriana, no meio diluidor do
sémen.

A morfologia espermética € um parametro indispensavel na avaliagdo seminal, pois

esta intrinsecamente implicada a problemas na fertilidade tanto na espécie canina como em
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outras espécies animais (OETTLE, 1993). Neste trabalho, os diluidores empregados foram
iguamente eficientes para a conservacdo da morfologia espermatica, resultando em um
percentual de espermatozéide normais acima de 79%. Oettlé (1993) relata que a medida que
se aumenta o percentual de espermatozdides anorneis, a fertilidade € reduzida, sendo que
guando a proporcéo de espermatozéides morfologicamente normais esta abaixo de 60%, a
fertilidade é negativamente afetada.

A inclusfo de gema de ovo ao diluidor ACP-106® provocou acidificagio no meio de
conservagdo apds dois dias de resfriamento. Esse fato poderia estar associado a diversos
possibilidades. possivel ateracdo na capacidade tamponante do diluidor, crescimento de
mi croorganismos presentes na gema de ovo ou producdo excessiva de metabdlitos.

Bousseau e colaboradores (1998) encontraram contaminagdo bacteriana, tanto nos
diluidores comerciais contendo gema de ovo, quanto na gema de ovo obtida de ovos inteiros
oriundos de supermercados ou fazendas e da gema de ovo de utilizagdo industrial sob aforma
liquida ou pd. No presente trabalho, foram adicionados antibiéticos no meio diluidor, porém
esses podem ter apresentado baixa eficiéncia frente ao possivel desafio com o0s
microorganismos oriundos da gema de ovo.

O teste hiposmdtico avalia a integridade funcional da membrana espermética
(SPITTALER & TYLER, 1985), sendo importante para 0 metabolismo espermético. E
um teste que determina as mudancas na membrana espermética, onde o transporte através
dessa € um processo bioquimico importante para a viabilidade espermatica e capacidade
fertilizante (JEYENDRAN et al., 1984). A protecdo da integridade funcional observada pela
auséncia de gema de ovo no dia quatro pode indicar que a inclusdo de 5% de gema de ovo foi
suficiente para promover a alteracéo do pH e promover efeitos negativos conseqlientes, o que
ndo foi observado nos grupos que continham 10 e 20% de gema de ovo, onde supde-se que a
protecdo conferida pela gema de ovo foi  superior aos efeitos indesgévels promovidos pela
acidificacdo do meio diluidor.

Em relacdo a morfologia acrossomal, houve um efeito protetor da inclusdo de 10 ou
20% de gema de ovo, no primeiro dia de resfriamento, assm como observado para a
motilidade. Iguer-Ouada & Verstegen (2001) demonstraram gque a gema de ovo apresentava
um efeito protetor sobre o acrossoma. Esse efeito refletiv-se em melhor conservagdo da
integridade acrossomal e prevencdo da ocorréncia da reacdo acrossomica espontanea nos
diluidores contendo 20% de gema de ovo. Por outro lado, aglcares como a glicose, frutose e
sacarose presentes na &gua de coco poderiam ter conferido protecdo ao espermatozéide.

Yildiz et al. (2000), demonstraram para a criopreservacéo do sémen canino que a adicdo de



sacarose reduziu o dano acrossoma durante o periodo de equilibrio a 5 ?C e que

monossacarideos (principa mente a frutose e xilose) possibilitou um incremento na motilidade

e apés a descongel agdo uma maior viabilidade e porcentagem de acrossomas intactos.
Experimento 2

Apos adiluicdo, areducéo severa na motilidade provocada pela inclusdo isoladamente
de DSS o diluidor ACP-106® foi um resultado esperado, uma vez que conhecidamente essa
substancia apresenta efeito espermicida na auséncia da gema de ovo (ROTA et a., 1997,
PENA et a., 2003). Este efeito espermicida seria atribuido & capacidade do DSS de
solubilizar completamente membranas biolégicas como a membrana plasméatica do
espermatozoide (PENA & LINDE-FORSBERG, 2000; ROTA et d., 2001). O efeito deletério
da incluséo de DSS na auséncia de gema de ovo foi observado também no vigor, morfologia
espermatica e funcionalidade de membrana.

O incremento na motilidade e vigor pela adicdo da gema de ovo, adicionada ou ndo de
0,25% de DSS, observado do primeiro ao terceiro dia de resfriamento, assim como no
primeiro experimento, foi demonstrado previamente por Iguer-Ouada & Verstegen (2001). A
partir do quarto dia, a inclusio de gema e DSS ao diluidor ACP-106" n&o possibilitou uma
motilidade e vigor significativamente superiores a ndo inclusdo de aditivos. Este fato poderia
estar associado a danos provocados pela exposicdo prolongada aos efeitos do DSS como
sugerido por Pefia & Linde-Forsberg (2000).

Excetuando-se a inclusdo de DSS isoladamente, a morfologia espermética foi bem
preservada pelo diluidor ACP-106® contendo ou ndo aditivos na meioria dos tempos de
avaliacdo. Apenas foi observado um efeito benéfico da adicdo de gema e DSS no terceiro dia
e no quarto dia apenas em comparacao ao diluidor ACP-106® sem aditivos. Assim como no
primeiro experimento, 0 percentua de esteve acima de 70% espermatozoéides
morfologicamerte normais. Este valor, segundo descrito por Oettlé (1993), ndo afeta
negativamente a fertilidade.

Assim como observado no primeiro experimento, a inclusdo de gema de ovo ao
diluidor A ACP-106® provocou acidificacio no meio de conservacdo. No entanto, a reducéo
no pH so foi considerada estatisticamente significativa apos 24 horas de resfriamento. Assim
como no experimento anterior, ndo foi possivel identificar com precisdo o fator que provocou
a acidificacdo no meio diluidor.



Em relagdo ao percentua de membranas funcionais, durante todo o periodo de
resfriamento foi observado um efeito protetor da adicdo de gema de ovo sem DSS em
comparacdo a auséncia de aditivos. Este € um resultado esperado uma vez que ja é
amplamente conhecido o efeito protetor da gema de ovo, e ja foi descrito anteriormente por
diversos autores (IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001).

A morfologia acrossomal foi melhor protegida pela adi¢éo de gema de ovo do segundo
a0 quarto dia de resfriamento, neste mesmo periodo, a adicdo de gema e DSS apresentou
resultado semelhante & auséncia de aditivos. Apesar do efeito benéfico dainclusdo de DSS na
presenca de gema de ovo ja ter sido descrito anteriormente para a criopreservacéo do sémen
canino (PENA & LINDE-FORSBERG, 2000). Neste trabalho, ndo foi observado uma melhor
conservacdo da qualidade do sémen canino pelo DSS associado a gema de ovo quando
comparada a inclusdo da gema isoladamente. A qualidade do sémen poderiater sido reduzida
pela exposicdo prolongada a0 DSS, pois, segundo Pefia e colaboradores (2003), o efeito
protetor do DSS é mais pronunciado quando o espermatozdide € exposto a esse componente
imediatamente antes da congel acdo quando comparado com a exposi¢do durante o periodo de
equilibrio. Estes mesmos autores sugerem que a exposicao prolongada ao DSS poderia
exercer um efeito deletério direto sobre as membranas por promover uma fluidez excessiva.
Rota et a. (2001) utilizando DSS puro na concentracdo de 0,25%, observaram uma baixa
longevidade ap6s a descongelagdo, a qual foi atribuida & concentracdo utilizada que néo foi
considerada ideal, sugerindo que o DSS em excesso poderia dissolver as membranas
celulares.

No presente trabalho, foi utilizado o DSS puro, que foi diluido em ACP-106°
respeitando-se uma diluicdo de 0,25% (p/v). Outraforma que o DSS pode ser encontrado € no
Equex STM ou Equex Pasta, que sdo formulagbes comerciais apresentadas na forma de pasta.
Segundo Refia et al. (2003), existe uma diferenca na qualidade do sémen criopreservado de
acordo com a apresentacdo de DSS utilizada, onde o uso de DSS na apresentacdo comercial
Equex STM resulta em melhor sobrevivéncia e longevidade do sémen canino descongelado
em comparacdo ao DSS puro.

Nos experimentos um e dois foi incluido um grupo onde o diluidor ACP-106® ndo
recebeu adicdo de gema de ovo. Foi observado um resultado discrepante, pois no primeiro
experimento, o grupo sem gema de ovo ndo diferiu dos demais grupos quanto a qualidade do
sémen na maior parte do periodo de observacdo. Ja no segundo experimento, a incluséo de
gema de ovo apresentou um efeito benéfico, o qual esté de acordo com o relatado na literatura
consultada (IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001). Essa discrepancia poderia ser



aribuida & possiveis alteragdes na composicdo do diluidor ACP-106%, pois foram
empregados lotes diferentes nos dois experimentos, estando o lote utilizado no primeiro
armazenado por um periodo superior a trés meses antes do inicio do mesmo, o que ndo
ocorreu na segunda etapa do trabalho, onde o diluidor foi utilizado poucas semanas apds sua
fabricacdo. Outra possibilidade seria um possivel efeito racial, pois no experimento um, foram
utilizados cinco caes da raca Boxer e apenas trés da raga American Pit Bull Terrier, ja no

segundo, foi utilizado o mesmo nimero de animais das duas ragas.



9. CONCLUSOES

O sémen canino diluido em ACP-106° e resfriado a 4 ?C pode ser eficientemente

conservado por atétrés dias.

A exclusdo da gema de ovo no diluidor ACP-106° reduz a qualidade do sémen canino

conservado a4 ?C por até cinco dias.

A inclusdo de dodecil sulfato de sadio ao diluidor ACP-106® contendo 20% de gema
de ovo ndo melhora a qualidade do sémen canino resfriado a 4 ?C e apresenta efeito deletério

na auséncia de gema de ovo.
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10. PERSPECTIVA

A utilizac8o de testes in vivo e/ou testes in vitro mais sofisticados no sémen canino
resfriado podera auxiliar na escolha de uma concentragdo otima de gema de ovo para o

resfriamento do sémen canino em ACP-106°.
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Resumo
Ejaculados de caes (n=10) foram diluidos e resfriados em ACP’ -106 contendo 0, 5, 10 ou 20% de gema de ovo.
Apos 1d de resfriamento, a motilidade no grupo 20% foi superior a dos grupos 0% e 5%. Os grupos 10 e 20%
melhor conservaram a morfologia acrossomal que 0%. Apés 1d, houve uma reducéo do pH nos grupos 5, 10 e
20%. Diante do exposto, conclui-se que a inclusdo de gema de ovo influencia a manutencdo do pH no diluidor

ACP-106 e que as concentragtes 0, 10 ou 20% sdo eficientes para a conservacao do sémen canino por até 4d.

Palavras-chaves: cdo, sémen, resfriamento, &gua de coco

Abstract

Ejaculated of dogs (n=10) were diluted and chilled in ACP -106 containing 0, 5, 10 or 20% of egg yolk. After 1d
of chilling, the mobility in the group 20% was superior to groups 0% and 5%. The groups 10 and 20% best
conserved the acrossomal morphology then 0%. After 1d, there was a reduction of pH in groups 5, 10 and 20%.
In conclusion, the egg yolk influences the maintenance of the pH in the extender ACP-106 and that the

concentrations 0, 10 or 20% are efficient for the conservation of the canine semen for up to 4d.

Keywords: dog, semen, chilling, coconut water

Introducgao

O sémen diluido e resfriado foi utilizado com sucesso para o cao pela primeira vez em 1954 por Harrop
(Bouchard et al., 1990), mas somente nos Ultimos anos, a utilizagdo do sémen resfriado para inseminagdo
artificial em cées vem se tornando mais popular (Rota et al., 1995).

Existem principalmente duas opg¢des para o transporte do sémen por longa disténcia, o qual pode ser
diluido, resfriado e estocado a 5 °C antes de ser reaquecido e utilizado, ou congelado e conservado por tempo
indeterminado a -196 °C (England & Ponzio, 1996). O resfriamento consiste na preservacao dos gametas sem
atingir o ponto de congelamento o qual induz a mudancas intracelulares deletérias que afetam a viabilidade e o

potencial fertilizante do espermatozéide (Iguer-Ouada, 2001).
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Diversos diluidores foram utilizados para o resfriamento do sémen canino como: Fresh-phos, Biladyl,
EDTA, Tris-frutose, Tris-glicose, Tris-BES (Iguer-Ouada & Verstegen, 2001), leite desnatado, plasma seminal
autdlogo (Rotaet al., 1995) e o diluidor a base de dgua de coco (Fontenele et al., 2002).

A 4gua de coco, proveniente do fruto Cocus nucifera, € uma solucdo estéril, ligeiramente &cida,
contendo proteinas, sais, agUcares, vitaminas, fatores de crescimento (fitorménios) e poucos fosfolipidios
(Nunes, 1995), sendo estas, caracteristicas que a classifica como um bom diluidor para o sémen.

O diluidor & base de &gua de coco foi desenvolvido inicialmente para utilizacdo no sémen caprino, mas
jafoi utilizado com bastante sucesso para a dilui¢do do sémen de ovinos (Sousa et al., 1994), suinos (Toniolli et
a., 1990), capotes (Numida meleagris - Militdo et al., 1994), eqlinos (Sampaio Neto et a., 2002) e caninos
(Cardoso et ., 2003).  Com relagdo a0 sémen canino, foram realizados trabalhos de avaliagdo in vitro do
sémen congelado (Cardoso et al., 2003) e inseminagéo artificial com sémen fresco (Pereira et al., 2001; Uchoa et
al., 2002) obtendo-se bons resultados. Recentemente foi desenvolvido um diluidor & base de &gua de coco na
forma de p6, sendo ent&o denominado ACP®-106 o diluidor para uso no sémen canino.

Um componente largamente utilizado na composi¢do dos diluidores de sémen é a gema de ovo, a qual
foi atribuida propriedades nutritivas e protetoras de membrana contra o choque térmico (England, 1993; Moussa
et al., 2002). Diversos autores tém sugerido que a fragdo de baixa densidade da gema de ovo, principalmente
composta por lipoproteinas de baixa densidade (LDL), poderia ser basicamente responsavel pela resisténcia ao
choque térmico e melhoria na motilidade (Moussa et al., 2002). Estes mesmos autores relataram que as
lipoproteinas de baixa densidade poderiam aderir a superficie da membrana celular restaurando a perda de
fosfolipideos e aparentemente induzindo a uma alteracdo transitéria de sua composicdo, conseqlientemente
prevenindo a ruptura da membrana plasmética (Farstard, 1996).

Embora a gema de ovo sgja um importante componente dos diluidores comumente emprego para o
resfriamento do sémen canino, diversos autores recomendam apenas 0 empregado de 20% de gema de ovo
independente de composicdo do diluidor utilizado (Iguer-Ouada & Verstegen, 2001; Rota et al., 1995). Desse
modo, ndo tem sido investigada ainfluéncia dainclusdo de gema de ovo em valores percentuais inferiores a 20%
sobre a qualidade do sémen canino resfriado. Nesse sentido, o0 objetivo deste trabalho foi comparar diferentes

concentraces de gema de ovo para o resfriamento a5 °C do sémen canino diluido em ACP®-106.

Material e métodos

Foram utilizados oito cées das racas American Pit Bull Terrier (n=3) e Boxer (n=5), oriundos de canis
particulares, clinicamente sadios e de fertilidade comprovada. Os cées receberam alimentagcdo a base de racéo
comercial peletizada e tiveram acesso a gua ad libitum. Foram utilizados no experimento apenas € aculados que
apresentassem motilidade superior a 70 %, vigor = 3, e menos de 15 % de espermatozdides com alteracdes
morfol égicas.

O diluidor ACP®-106 (ACP Biotecnologia®, Fortaleza-Ceard, Brasil) foi preparado segundo as
recomendacfes do fabricante, acrescido de sulfato de diidroestrestomicina (1mg/mL) e benzilpenicilina sédica
(1500 Ul/mL) e apresentou pH de 6,8 e osmolaridade de 300 mOsm/L. O diluidor foi dividido em quatro

aliquotas que receberam suplementacdo de gema de ovo a uma concentracdo final (v/v) de 0, 5, 10 e 20%



consistindo nas quatro concentracdes testadas. Apos o preparo, os diluidores foram centrifugados a 2000 rpm por
10 minutos e utilizado o sobrenadante.

O sémen foi coletado de acordo com a disponibilidade dos animais, através da técnica de manipulagéo
digital do bulbo peniano (Christiansen, 1988) com o auxilio de um funil de pléstico e tubos graduados. A
segunda frag&o do ejaculado, ricaem espermatozéides, foi retida parafins de avaliago e posterior resfriamento.

Logo apbs a coleta, foi realizada avaliag8o dos par&metros fisicos e microscopicos do sémen e, em
seguida, foi realizada a separagéo em aliquotas de igual volume que foram diluidas na propor¢édo adequada para
que atingissem uma concentragdo final de 1x1(PsptzZmL e redlizada nova avaliagdo dos parametros
microscopicos. As mesmas foram acondicionadas numa caixa térmica contendo gelo reciclavel (10 2C) por 60
minutos, iniciando-se o resfriamento e, posteriormente, foram transferidas para um refrigerador a4 °C.

O sémen coletado foi avaliado fsica e microscopicamente. As avaliagdes fisicas incluiram: cor,
viscosidade, volume e pH através de fitas indicadoras (pH-Fix 0-14, Macherey-Nagel®). Ja as andlises
microscopicas incluiram: motilidade, vigor, concentragdo espermética, funcionalidade de membrana, morfologia
espermética e acrossomal. A avaliagdo da motilidade e do vigor foi realizada subjetivamente com auxilio da
microscopia 6ptica, com aumento de 100 x, onde a motilidade foi expressa em percentua de espermatozéides
moveis e o vigor em uma escala de 0 a 5 (Christiansen, 1988). A concentracdo espermética foi determinada
através da contagem em camara de Neubauer (Cbra, 1998).

Para a avaliagdo da morfologia espermética e acrossomal, foram utilizados esfregagos corados com rosa
de bengala, sendo contadas 200 células por 1amina em microscopio de contraste de fase (1000 x). Na avaliacdo
morfolégica, os espermatozoides foram classificados como normais ou apresentando alteragcBes primarias ou
secundarias (Christiansen, 1988). Os acrosomas foram classficados como normais, destacados, ausentes,
vesiculados, edemaciados ou com distribui¢do anormal (Oettlé, 1993).

A avaiacdo da funcionalidade da membrana espermatica foi realizada pelo teste hiposmatico
(Jeyendran et a., 1984) no sémen fresco e resfriado. Foi utilizada uma solucdo hiposmética (150 mOsmol)
constituida de citrato de sodio (7,35 g), frutose (13,51 g) e agua destilada autoclavada (1000 mL). Uma aliquota
de 0,1 mL de sémen foi diluida em 0,9 mL da solugdo hiposmética e levada ao banho-maria a 37 °C por 30
minutos. Apés o término do periodo de incubagdo, uma aliquota foi colocada em 1amina, coberta com laminula,
e avaliada em microscopio 6ptico no aumento de 400x. Foram contadas 200 células e do total de
espermatozdides com cauda enrolada foi subtraido o nimero de espermatozéides que apresentaram a mesma
alteracdo na avaliagdo morfolégica em esfregagos corados. Os espermatozéides com enrolamento de cauda
indicativo de edema de cauda foram considerados como apresentado membrana funcional.

As amostras de sémen foram avaliadas fisicamente e microscopicamente, como descrito anteriormente,
apoés adiluicdo e acada 24 horas até que nao fossem mais observado espermatozoides moveis.

Os dados de cor e viscosidade da segunda fragdo do sémen foram descritos de forma subjetiva. Os
demais parametros foram expressos na forma de média e desvio padréo e analisados pelo software Statview 5.0
software (SAS Institute Inc., 1998). As diferencas entre os cdes no que se refere as caracteristicas do sémen
fresco foram analisadas pel o teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). Para a motilidade, morfologia e funcionalidade de
membrana foi empregada a transformagéo angular. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade KS.
Com a finalidade de comparar os grupos, foi empregado o teste t de Student (P<0,05) para os parametros de

motilidade, porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais, membranas funcionais, acrossomas
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integros e pH. Para o vigor, foi utilizado o teste de Mann-Whitney (P<0,05). Cada tratamento foi realizado em
dez replicatas. Para efeito de comparagdo entre os grupos foram consideradas as diferencgas estatisticas até o

quinto dia de resfriamento onde ainda permanecia mével um minimo de cinco replicatas em pelo menos um

grupo.

Resultados

O sémen fresco apresentou cor branca opalescente e viscosidade leitosa. Os valores esperméticos de
motilidade, vigor, concentracéo e morfologia estdo apresentados na Tab. 1. A andlise estatistica demonstrou que
0S animais experimentais representaram uma populagdo honpgénea, uma vez que ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre el es (P>0,05).

A motilidade espermatica foi semelhante entre os grupos, exceto apds um dia de resfriamento onde o
grupo contendo 20% (90,0+6,13%) de gema de ovo foi superior aos grupos contendo 0% (70+26,7%) e 5% (75,5
+ 16,4%) (Fig. 1). O vigor diferiu entre os grupos apenas um dia apés o resfriamento. Neste mesmo periodo, o

grupo 20% foi superior apenas ao grupo que continha 5% de gema de ovo (Fig. 2).

Tabelal. Médiae desvio padrdo das caracteristicas dos dez ejacul ados frescos dos animais experimentais

Par ametro Média + dp
Volume (mL) 1,22 + 0,58
M otilidade (%) 985+24
Vigor (0-5) 50
Espermatozoides morfol ogicamente normais (%) 92,1+441
Espermatoz6ides com membrana funcional (%) 91,25+ 5,50
Acrossomas normais (%) 979+ 2,42
Concentragso espermética (x 10° sptz/mL) 687 + 292,54
pH 70

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os cdes (P>0.05; teste de Kruskal-Wallis).

A morfologia espermatica foi melhor protegida no dia dois pela concentragdo de 5% de gema de ovo,
guando comparada com a concentragdo de 20%, como também no dia quatro em comparagdo com o grupo 0%
(Tab. 2).

A principal diferenca entre os grupos foi em relacdo ao pH. ApGs o resfriamento, foi observada uma
reducdo do pH nos diluidores que continham gema de ovo (Tab. 3). Nos dias trés e cinco de resfriamento, essa
reducdo foi significativa no pH dos grupos gque continham 5, 10 e 20% de gema de ovo. O grupo 0% apresentou
pH superior ao do grupo 20% no diadois. Apenas no dia quatro, o grupo 5% apresentou pH superior ao do grupo

20% de gemade ovo.

Tabela 2. Porcentagem de espermatoz6ides morfol ogicamente normais (média + dp) no sémen canino apés a

diluicao (dil) e resfriamento em ACP®-106 contendo diferentes concentragdes de gema de ovo.

Dias Concentracéo de gema de ovo




0% 5% 10% 20%
Dil 91,05 + 3,99a 93,15 + 2,24a 91,75 + 6,02a 92,55 + 3,76a
1 83,9+ 6,12a 88,7+ 577a 87,35 + 6,36a 85,5+ 6,24a
2 83,72 £ 7,03ab 87,4 + 6,60a 85 £ 6,31ab 82,3+ 3,95b
3 79,89 + 9,82a 86 + 3,92a 83,88 + 5,87a 82,11 + 6,01a
4 81,67 + 9,19 83,2+ 7,60b 84,71 + 7,30ab 82,57 £ 6,78ab
5 80,11 + 10,04a 81,67 + 4,04a 77+711a 80,29 + 11,67a

a,b: Letras diferentes na mesma linha P<0,05.

Tabela 3. Valores de pH (média + dp) do sémen canino apds a diluicdo (dil) e resfriamento em ACP®-106

contendo diferentes concentracdes de gema de ovo.

Concentracao de gema de ovo

Dias

0% 5% 10% 20%
Dil 7+0a 7+0a 7+0a 7+0a
1 7+0a 7+0a 7+0a 6,8+ 0,42a
2 7+0a 6,8 + 0,42ab 6,7 +0,48ab 6,4+ 0,52b
3 7+0a 6,5+ 0,53b 6,44 + 0,53b 6,1+ 0,32b
4 7+0a 6,5+ 0,55b 6,17 £ 0,41bc 6+ Oac
5 6,89 £ 0,34a 6+0b 6+0b 6+0b
3, b,c: Letras diferentes na mesma linha P<0,05.

Apbs o resfriamento, foi observada uma reducdo no percentual de espermatozéides com membranas
funcionais (Tab. 4). No dia quatro, a auséncia de gema de ovo no diluidor melhor protegeu a integridade

funcional de membrana apenas em relagéo ao diluidor que continha 5% de gema de ovo.

Tabela 4. Porcentagem de espermatozéides apresentando membranas funcionais (média £ dp) no sémen canino

apésadiluicao (dil) e resfriamento em ACP®-106 contendo diferentes concentracdes de gema de ovo.

Concentracao de gema de ovo

Dias

0% 5% 10% 20%
Dil 86,85 + 7,24a 89,8 + 6,32a 90,75 £ 2,99a 90,6 + 4,38a
1 75,4 £ 978a 78,35 £ 13,13a 82,15 + 10,05a 79,15 £ 9,32a
2 71,65 + 9,67a 75,95 + 13,83a 79,6 + 10,71a 72,1+ 12,73a
3 71,33 + 9,90a 67 +10,17a 69,13 + 16,05a 72,56 + 8,79a
4 64,78 + 12,36a 63,5+ 7,65b 63,93 + 15,40ab 66,93 + 15,69ab
5 61,89 £ 6,47a 52,6 + 12,29a 64,83 = 10,97a 60,43 * 26,80a
a, b: Letras diferentes na mesma linha P<0,05.

Em relacdo a morfologia acrossomal, os diluidores que continham 10 e 20% de gema de ovo

possibilitaram uma melhor conservagdo em comparacdo ao diluidor sem gema de ovo um dia apds o inicio do
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resfriamento (Tab. 5). Nos demais dias, os diluidores conservaram de maneira semelhante a morfologia
acrossomal.

Tabela 5. Porcentagem de espermatozéides gresentando acrossomas morfologicamente normais (média + dp)

no sémen canino apds a diluicéo (dil) e resfriamento em ACP®-106 contendo diferentes concentragdes de gema

de ovo.
Dias Concentracao de gema de ovo

0% 5% 10% 20%
Dil 97,2+ 1,48a 97 + 1,25a % * 1,41a 95,8 + 2,044a
1 87,1+ 6,87a 92 + 4,47ab 90,1+ 5,61b 90,3+ 4,24b
2 85, 67 £ 6,847a 84,4 +7,62a 86,3+ 7,15a 85,6 + 6,10a
3 85+ 6,32a 85 + 6,80a 83,13 + 9,45a 84,11 + 7,62a
4 83,22 + 10,65a 76,6 + 11,35a 84,29 + 9,45a 80,29 + 8,69a
5 83,89+ 10,71a 8l+5a 73+ 18,52a 80 + 12,45a

a,b: Letras diferentes namesma linha P<0,05.
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Tempo (dias)

Figura 1. Motilidade do sémen canino apds a diluicéo (dil) em ACP®-106 contendo diferentes concentragdes de

gemade ovo eresfriamento a5 ?C.
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Vigor (0-5)

dil 2d 4d 6d 8d 10d 12d 14d 16d 18d
Tempo (dias)

Figura 2. Vigor do sémen canino ap6s a diluicéo (dil) em ACP®-106 contendo diferentes concentragdes de gema

de ovo eresfriamento a5 ?C.

Discussio

O resfriamento do sémen tem se tornado uma técnica de reproducdo assistida em caes cada vez mais
popular, uma vez que é possivel transportar as amostras de sémen rapidamente entre os locais de coleta e
inseminagéo artificial. Além disso, o sémen resfriado e posteriormente reaquecido parece ser menos prejudicado
no processo de preservacdo visto que apds inseminagdo artificial, a taxa de gestagdo aparenta ser mais alta que
aquela atingida pelo sémen congelado e descongelado (Linde-Forsberg & Forsberg, 1993). Segundo England &
Ponzio (1996) a qualidade do sémen resfriado é superior a do sémen congelado/descongelado até dois dias de
armazenamento, sendo este periodo considerado o0 tempo maximo necessario para o transporte do sémen (Rota et
a., 1995). Apds aproximadamente 4,9 dias (110 horas) a qualidade do sémen resfriado é inferior a do sémen
congel ado/descongelado (England & Ponzio, 1996).

Os parametros encontrados no sémen fresco estavam de acordo com a faixa de normalidade para a
espécie canina (Oettlé, 1993; Johnston et al., 2001).

Apbs o resfriamento, foi observado um declinio progressivo na motilidade e no vigor. Segundo Chantler
et al. (2000), esse fendmeno se deve a sensibilidade espermética a reducdo da temperatura, culminando no
decréscimo progressivo de sua motilidade quando submetido ao resfriamento. Esse fenbmeno tem sido atribuido
a sensibilidade térmica da bomba sddio-potéssio-ATPase e subseqliente dispersao de ions (Ponglowhapan et al.,
2004).

Apbs um dia de resfriamento, no grupo contendo 20% de gema de ovo, houve uma melhor conservacéo
da motilidade quando comparada aos grupos contendo Oe 5%. Esse efeito benéfico de gema de ovo na

preservacdo de motilidade do espermatozédide canino foi demonstrado previamente por Iguer-Ouada &



Verstegen (2001). No mesmo tempo de avaliagdo, a inclusdo de 10% de gema de ovo no diluidor resultou em
motilidade semelhante a inclusdo de 20%, porém a inclusdo de 5% demonstrou ser insuficiente para a
conservagdo da motilidade.

A morfologia espermética é um pardmetro indispensavel naavaliagdo seminal, pois estaintrinsecamente
implicada em problemas na fertilidade, tanto na espécie canina, como em outras espécies animais (Oettlé, 1993).
Oettlé (1993) relata que a medida que se aumenta o percentual de espermatozéides anormais, a fertilidade é
reduzida, sendo que quando a proporcdo de espermatozéides morfol ogicamente normais esta abaixo de 60%, a
fertilidade é adversamente af etada.

O teste hiposmético avalia a integridade funcional da membrana espermética (Spittaler & Tyler, 1985),
sendo essa importante para 0 metabolismo espermatico. Essa andlise é um teste de endosmose que determina as
mudancgas na membrana espermatica, onde o transporte através dessa € um processo bioquimico importante para
a viabilidade espermatica e capacidade fertilizante (Jeyendran et al., 1984). A protecdo observada pela auséncia
de gema de ovo no dia quatro pode indicar que a inclusdo de 5% de gema de ovo foi suficiente para promover a
alteracdo do pH e promover efeitos negativos consequientes, o que ndo foi observado nos grupos que continham
10 e 20% de gema de ovo, onde supde-se que a protecdo conferida pela gema de ovo foi superior aos efeitos
indesejveis promovidos pela acidificagdo do meio diluidor. Por outro lado, aglicares como a glicose, frutose e
sacarose presentes na agua de coco poderia ter conferido protegdo ao espermatozoide. Yildiz et a. (2000),
demonstraram para a criopreservagdo do sémen canino que a suplementagdo com sacarose reduziu o dano
acrossomal durante o periodo de equilibrio a5 ?C e que monossacarideos (principalmente a frutose e xilose)
possibilitaram um incremento na motilidade e ap6s a descongelagdo uma maior viabilidade e porcentagem de
acrossomas intactos.

Em relagdo & morfologia acrossomal, houve um efeito protetor da inclus@o de 10 ou 20% de gema de
ovo, assim como observado para a motilidade. Iguer-Ouada & Verstegen (2001) demonstraram que a gema de
ovo apresentava um efeito protetor sobre o acrossoma. Esse efeito refletiu-se em melhor conservacdo da
integridade acrossomal e prevencdo da ocorréncia da reacdo acrossbmica espontanea nos diluidores
suplementados com 20% de gema de ovo.

Diante dos resultados, pode-se concluir que ainclusdo de gema de ovo influencia a manutencdo do pH

no diluidor ACP-106 e que as concentragdes de 0, 10 ou 20% de gema de ovo séo eficientes para a conservagdo

da qualidade do sémen canino a4 ?C por até quatro dias.
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