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Efeito do diluidor “baken” modificado na longevidade
espermatica de céo

Effect of modificated extender “baken” on longevity of canine sperm
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Resumo

Tém-se relatado diversos trabalhos relacionados com a biotecnologia do sémen de c&o, comprovando o interesse no
aperfeicoamento das ragas, além de diminuicdo de custos, uma vez que a tecnologia do sémen permite reduzir o nimero de
machos em um canil. O diluidor “baken” é utilizado no resfriamento do sémen de equino e de asinino. No entanto, ainda nao
se tem relato de seu uso na preservagdo do sémen da espécie canina. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar
a eficacia do diluidor “baken” modificado no resfriamento do sémen de céo. Para isso, foram coletados sémen de quatro caes,
sem raca definida, e avaliados os parametros de motilidade e integridade de membrana. Observou-se que a membrana
espermatica, assim como a motilidade individual progressiva, mantiveram-se preservadas até 48 horas de resfriamento. O

meio “baken” modificado constitui diluidor eficaz no procedimento de refrigeracdo de sémen de céo.
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Abstract

There are several jobs with biotechnology of the canine semen, proving the interest in improvement of the races, besides cost
decrease, once that, the technology of the semen allows to reduce the number of males in a kennel. The extending “baken” is
used in the cooling of the equine and asinus semen. However, still we do not have report of its use in the semen preservation
of canine. Thus, this work had as goal evaluates effectiveness of the extending “baken” maodified in the cooling of the canine
semen. Semen from four canines was evaluated from motility and membrane integrity and they were conserved from 48 hours
at cooled. The baken extender was effective to cool canine’s semen.

Keywords: semen, canine, cooling, “baken”, extenders.

Introducéo podem ser empregadas, entre elas, solugdo de citrato-gema,
- ) IVT, TRIS, citrato-bicarbonato-gema de ovo, Kenney (Gill et al.,
Nos dltimos anos tem-se observado crescente interesse ém  1970: Seager e Fletcher, 1972; Fastad, 1984; Province et al.,
técnicas que possibilitem maior aproveitamento do material 1984 Schafer et al., 1987: Morton et al., 1989; Bouchard et al.,
genético oriundo de reprodutores caninos (Silva et al., 2001). 1990; Linde-Forsberg, 1993: England et al., 1996). Todavia,
Sabe-se, portanto, que na industrializacéo do sémen, o diluidor a4 4 refrigeracéo do sémen de céo, tém sido utilizados
€ um fator de grande importancia para a manutencéo da  gjjyidores & base de gema de ovo e leite, com o objetivo de
viabilidade dos espermatozéides (Moura, 2000), pois, 0 sSémen proteger os espermatozéides do choque térmico, fornecer
diluido pode ser refrigerado por alguns dias, e quando  trientes e manter o pH (Province at al., 1984).
reaquecido, utilizado para a inseminagédo artificial (Cunha et . ] ] R
al., 1997), desde que apresente, pelo menos, 50 a 70% de Segundo Moura (2000), a acdo c\noprotetora _do diluente a
motilidade, segundo Andersen (1974) e Seager et al. (1975), base de Ielte'desnatado € inferior aquelna exercida pgla gema
assim como percentual de patologias espermaticas inferior ~de 0vo de galinha ou codorna, no procedimento de refrigeracéo
a 20% (Manual para Exame Andrologico e Avaliacio Seminal ~ do sémen de cdo a 5°C. Province et al. (1984) obtiveram 50%
— CBRA). Indiscutivelmente, a principal vantagem é a de motilidade espermética no sémen refrigerado de céo

possibilidade de inseminar cadelas de diferentes localizagdes ~ Utilizando diluidores com 20% de gema de ovo, com ou sem
geogréficas (Pinto et al., 1999). adicéo do glicerol, durante dois a quatro dias. Da mesma

. N ) 5 forma, Cunha et al. (1997) observaram que diluidores a base
Diluidores a base de gema de ovo e leite desnatado S80 0S g |gjte desnatado e glicina-gema apresentaram 60% de
mais utilizados para sémen de cdo, e diversas substancias  qtilidade e 2% de vigor, ap6s 72 horas de resfriamento a
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5°C, demonstrando protecdo efetiva dos meios diluidores
sobre a integridade das membranas espermaticas e,
conseqiientemente, viabilizando o processo de refrigeracéo.

O meio “baken” foi proposto por Nishikawa (1959), ao diluir o
sémen de jumento e armazena-lo a 4°C, conseguindo a sua
longevidade durante 337 horas. Mello et al. (2000) também
avaliaram a longevidade do sémen de jumentos utilizando o
diluidor “baken” modificado e Kenney, comparando-se a fragéo
rica e 0 ejaculado total, onde observaram aumento da
motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico
do sémen preservado com o diluidor “baken” quando
comparado ao sémen preservado com o diluidor “Kenney”,
em ambas as fragdes. Silva (2001), resfriando sémen de
equinos a 5°C, conseguiu longevidade espermatica até 72
horas. Todavia, essa autora constatou que a fertilidade so6 foi
atingida com o sémen preservado durante 24 horas.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo, avaliar a
eficacia do meio diluidor “baken” modificado (Silva, 2001) na
refrigeragdo de sémen de cao.

Material e métodos

Foram utilizados trés ejaculados de quatro cées, sem raga
definida. Os animais foram mantidos no canil da FMVZ-UNESP
e alimentados com racdo, além de agua ad libitum. Ini-
cialmente, foram realizados exames androldgicos, vacinagéo
e vermifugacdo dos animais. O método de colheita utilizado
foi a manipulacdo digital do pénis, em tubos coletores de
vidro graduados, pré-aquecidos a temperatura de 37°C, a
intervalo de 48 horas. Cada ejaculado foi avaliado
imediatamente apds a colheita (M0) e apds 24 (M1), 48 (M2),
72 (M3), 96 (M4) e 120 (M5) horas apos o resfriamento,
segundo as caracteristicas macroscoépicas (cor, volume e
odor) e microscépicas (motilidade e concentragdo). A
motilidade foi avaliada onde uma gota de sémen foi colocada
sobre lamina aquecida (38°C) recobrindo-a com laminula; o
exame foi realizado através de microscopia de contraste de
fase (200x) e o resultado obtido, expresso em

porcentagem (0-100). Adicionalmente, obteve-se a
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paramétrico de Kruskal-Wallis, comparando-se os momentos
de cada ejaculado.

Resultados e discussao

A Tabela 1 demonstra o percentual médio de motilidade
espermatica e taxa de integridade da membrana plasmatica,
comprovando a eficacia do diluidor “baken” usado no processo
de resfriamento do sémen canino, concordando com Moura
(2000), ao afirmar que os diluentes a base de gema de ovo
propiciam ambiente adequado para a criopreservagdo do
sémen de cdo, e com os relatos de Province (1984), ao
evidenciarem 50% de motilidade no sémen de cao, durante o
periodo de dois a quatro dias, utilizando diluidores contendo
20% de gema de ovo. Diferiram dos achados de Pinto et al.
(1999), ao evidencieram motilidade em torno de 60%, obtendo
fertilidade de 100%. O resultado da motilidade inferior ao
encontrado nesse experimento pode estar relacionado com
o fato de esses autores terem utilizado diluidor a base de leite
desnatado (Kenney — Lane Manufacturing Inc., Denver, CO)
demonstrando que a 5°C, a acéo crioprotetora do diluidor a
base de leite desnatado sobre a célula espermatica é inferior
aquela exercida pela gema de ovo (Moura et al., 2002).

Tem sido reportada a presenca de alguma glicose na gema
de ovo (Salisbury et al., 1945). Espermatozoéide de caes, os
quais foram preservados em diluidores cuja glicose provinha
apenas da gema de ovo, foram habeis em manter > 70% de
motilidade durante os quatro primeiros dias de conservagao
e da preservacdo por mais de 21 dias de estocagem,
demonstrando assim que a menor quantidade de glicose
contida na gema de ovo em diluidores pode ser suficiente
para preservar sémen resfriado de cdo por um periodo
consideravel. O diluidor utilizado neste experimento contém
3% de gema de ovo e 5g de glicose para cada 100ml de
diluente, o que pode ter contribuido para o aumento da
motilidade, uma vez que suplementagdo com glicose ou
frutose, resultou em aumento das taxas de motilidade em
sémen preservado de cdo, quando adicionado ao diluidor
contendo gema de ovo (Ponglowhapan et al., no prelo).

concentragao espermatica pelo método da contagem em
camara de Neubauer para, em seguida, calcular o
namero de espermatozdides viaveis/ejaculado. As
amostras foram, também, submetidas a analise de
fluorescéncia para verificagdo da integridade da
membrana plasmatica, de acordo com a técnica descrita
por Harrison et al. (1990).

A seguir, as amostras foram diluidas em meio “baken”
modificado (Silva, 2001) e centrifugadas a 400xg, durante
10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet”
foi ressuspenso no mesmo meio, determinando a
concentracgdo final de 50x10° espermatozoéides/ml. Em
seguida, cinco aliquotas de cada amostra foram
armazenadas em tubos plasticos de 1,5 ml e refrigeradas

Tabela 1: Percentual médio de motilidade individual progressiva
(MIP) e integridade da membrana plasmética (IMP) do sémen de
cdo submetido ao processo de resfriamento com o diluidor baken
modificado

Parametro MO M1 M2 M3 M4 M5
MIP (%) 90,00 87,50 80,00° 77,50 65,00° 5500
IMP (%) 92,00° 83,00 80,00 74,00 69,00 63,00™

Mo = ap6s colheita; M1 = 24 horas; M2 = 48 horas; M3 = 72 horas; M4 = 96
horas; M5 = 120 horas.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P£0,05)

em freezer até atingirem a temperatura de 4°C, quando, em
seguida, foram armazenadas em geladeira previamente
estabilizada a 4°C. Para a avaliagdo das amostras, o sémen
foi aquecido a 37°C por 5 minutos em banho-maria, em todos
0S momentos, para avaliagdo da motilidade e integridade de
membrana. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste ndo

A membrana plasmatica apresentou reducdo de sua
integridade, mantendo-se também preservada até 48 horas
de resfriamento, de acordo com o Manual para Exame
Androldgico e Avaliagdo Seminal — CBRA, discordando dos
achados de Pinto et al. (1999), que obteve resultados em
torno de 85%, e de Cunha et al. (2003), com pouco acima de
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75%. A variagdo nesses resultados pode ser devida a fatores
como: diferengca nos procedimentos de preservagdo, como
taxa de resfriamento, ou, até mesmo, diferencas nos métodos
de estimar a porcentagem de motilidade (subjetivo ou objetivo)
(Ponglowhapan et al., no prelo).

Apesar da combinagdo da gema de ovo com glucose poder
otimizar a sobrevida espermética durante a estocagem
(Bogard et al., 1950), pouco se sabe do efeito da associagédo
de outros componentes existentes no extensor “baken”,
utilizado neste experimento, como a taurina, o cloreto de
potassio e o fosfato acido dissédico dodeca hidratado, sobre
as células espermaticas no que diz respeito a fertilizagao, por
isso, maiores estudos serdo necessarios para testar a
fertilidade in vivo de sémen de céo resfriado por muito tempo.

Apoio: FAPESP
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Um estudo com sémen resfriado de céo, preservado em
diluidor a base de gema de ovo e estocado a 4°C por quatro
dias, demonstrou que a média de espermatozéides que se
ligou a zona peldcida in vivo, foi reduzida de 4,8 no dia um,
para 0,9 no dia quatro (19). Embora esta diferenca ndo seja
significativa, os resultados indicaram que com o aumento na
estocagem, a capacidade de ligacdo a zona pelucida de
sémen de cao resfriado e estocado foi reduzida.

Conclusao

O meio “baken” modificado constitui diluidor eficaz no
procedimento de refrigeragdo de sémen de céo, podendo ser
armazenado durante 48 horas em temperatura de 4°C.
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