http://dx.doi.org/10.4322/rbcv.2015.239
102

Teste de avaliacao in vitro e criopreservacao
do sémen de cao utilizando diferentes diluidores

In vitro evaluation test and dog semen’s freeze with different extenders

Cristiane Scavuzzi Moura,* Marcia Cristina Oliveira Cavalcanti,* Maria Madalena Pessoa Guerra,* André Mariano Batista,*
Marcia Brayner Paes Barreto*

Resumo

Visando verificar o tempo de viabilidade das células espermaticas do cao, na temperatura de 38°C, e comparar a eficiéncia de
diferentes diluentes na sua criopreservagéo, foram realizadas 40 colheitas através da manipulagdo peniana para, no primeiro
experimento, realizar o teste de termorresisténcia (TTR) do sémen fresco, onde se observou motilidade e vigor espermatico,
a cada 15 minutos, durante duas horas. No segundo experimento, as amostras obtidas foram diluidas em leite desnatado
(LD), Tris+gema de ovo de galinha (TGG) e Tris+gema de ovo de codorna (TGC), refrigeradas a 5°C e, em seguida, adiciona-
das de glicerol (7%), envasadas e congeladas (-196 °C). O TTR demonstrou que a motilidade e o vigor decairam gradativamente
e, ap6s 45 minutos, observou-se uma redugdo mais acentuada destes parametros espermaticos. Em contrapartida, apoés o
congelamento, verificou-se motilidade de 11,92 %, 41,54 % e 50,00 % e 1,23, 2,77 e 3,00 de vigor espermatico, demonstrando
diferenga significativa (P < 0,05) entre o primeiro grupo e os outros dois, que, por sua vez, ndo diferiram entre si, além de 17,00
%, 11,35 % e 10,95 % de patologias do acrossoma, para os grupos LD, TGG e TGC, respectivamente. Conclui-se, portanto, que
o sémen da espécie canina até 45 minutos a 38°C pode ser utilizado na inseminacgéo artificial ou criopreservagao e que 0
diluente Tris, acrescido de gema de ovo (galinha ou codorna), determina melhor viabilidade espermética, p6s-descongela-
mento, quando comparado ao leite desnatado.
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Abstract

Aiming to verify the time of viability of the dog’s spermatic cells, at a temperature of 38°C, and to compare the efficiency of different
diluents in cryopreservation, a total of 40 collections were accomplished through the manual penile stimulation so, in the first
experiment, the term-resistance test (TRT) of the fresh semen could be accomplished, where motility and spermatic vigor were
observed, every 15 minutes, for two hours. In the second experiment, the obtained samples were diluted in skimmed milk (SM),
Tris+chicken egg yolk (TCEY) and Tris+quail egg yolk (TQEY), refrigerated at 5 °C and, soon after, added to glycerol (7%), tubed
and frozen (-196°C). The TRT demonstrated that motility and vigor decayed gradually and, after 45 minutes, a more accentuated
reduction of these spermatic parameters was observed. However, after the freezing, a motility of 11.92 %, 41.54% and 50.00%
and 1.23, 2.77 and 3.00 of spermatic vigor was verified, demonstrating significant difference (P<0,05) between the first group
and the other two, which then, did not differ between each other, besides 17,00%, 11 ,35% and 10,95% of acrossome pathologies,
for the SM, TCEY and TQEY groups, respectively. Therefore, it is concluded that the semen of the canine species up to 45
minutes at 38°C can be used in the artificial insemination or cryopreservation and that the tris diluent added to egg yolk (chicken
or quail) determines better spermatic viability, thawing, when compared to the skimmed milk.
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Introdugédo indices reprodutivos, solucionando problemas de variagéo

individual do s@men entre os reprodutores e sua capacida-
O sucesso no congelamento do sémen esta diretamente de de sobrevivéncia apés congelamento (Rodrigues e
relacionado a qualidade do ejaculado obtido e a técnica de  Rodrigues, 1998).

conservagdo empregada, ambos decisivos nos indices dé A jnseminagio artificial, utilizando sémen congelado, vem-se
concepgdo a serem alcangados através da inseminagao ar-  tomando uma biotécnica usual na espécie canina. No entanto,
tificial (1.A.). Desta forma, o ajuste nos constituintes dos ¢ tempo decorrido entre a colheita das amostras e a sua utiliza-
diluidores para o congelamento do sémen na espécie cani-  ¢30 na I.A. ou no processo de criopreservagéo do sémen pode
na ¢ um fator que oferece a possibilidade de aumentar 0s  determinar diferengas na sua viabilidade (Silva et al., 2000).
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No sémen bovino, o teste de termorresisténcia tem como
objetivo verificar a correlagao entre a motilidade espermatica
e a taxa de fecundagdo do sémen congelado, permitindo a
eliminagdo prévia de amostras de sémen que nio apresen-
tam, pelo menos, 15% de espermatozdides com motilidade
progressiva ap6s o término do periodo de incubagdo (Jondet
e Rabadeux, 1976; Jondet et al., 1978). Na espécie ovina, no
entanto, Evans e Maxwell (1987) recomendam a utilizagdo do
sémen que apresenta, no minimo, 30% de motilidade apds a
utilizagdo do Teste de Termorresisténcia Lento (cinco horas
de incubagao a 37°C).

Por outro lado, os diluentes séo utilizados para melhorar a
viabilidade do sémen de animais subférteis (Blanchard et al.,
1987), aumentar o volume da dose inseminante (Pickett e
Amann, 1987), auxiliar na avaliagdo do sémen (Kenney et al.,
1983) e prolongar a vida dos espermatozéides, protegendo-
os de condigbes ambientais desfavoraveis como as varia-
¢des de temperatura (Pickett e Amann, 1987; Brinsko e Varner,
1992), em virtude dos danos celulares causados pelo frio
estarem freqlientemente relacionados as alteragdes da pres-
s8o osmotica durante a criopreservagédo do sémen (Lagares
et al., 1994; Kohne, 1995).

Desta forma, experimentos tém sido realizados com o objeti-
vo de avaliar a eficiéncia dos diluentes utilizados na
criopreservagao do sémen de cao (Concannon e Battista, 1989;
Olar et al., 1989; Silva et al., 1997; Silva et al., 2000). Todavia,
a maioria dos pesquisadores utilizam diluidores a base de
gema de ovo, tampao Tris e/ou citrato de sédio acrescido de
frutose, glucose ou lactose (Andersen, 1975; England, 1993;
Gunzel-Apel, 1994; Silva et al., 2000), sob diferentes concen-
tragdes do glicerol (Andersen, 1975; England, 1993; Giinzel-
Apel, 1994; Silva et al., 2000). Muitos diluidores & base de
gema de ovo e leite tém sido descritos na literatura para a
refrigeracdo do sémen de cdo (Province et al., 1984; Mies
Filho, 1987).

Entretanto, o ovo de codorna tem sido motivo de discussao
em virtude de possuir grande valor protéico (Vilar, 1992) e
11% de gordura (Perez e Perez, 1966), diferindo da composi-
¢ao bioquimica do ovo de galinha, principalmente pela pre-

senca do acido ascérbico — Vitamina C (Fabichak, 1987) e de

grandes quantidades de vitaminas A, D, E, H, B1 e o fator PP
(Vilar, 1992).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar,
através do TTR, a viabilidade do sémen de cédo visando sua
posterior utilizagdo na inseminacido artificial ou
criopreservagdo e comparar a eficiéncia dos diluentes leite
desnatado e Tris acrescido de gema de ovo (galinha ou co-
dorna) na criopreservagdo do sémen de cio.

Material e métodos

Foram utilizados 10 caes de diferentes ragas, além de dois
SRD, sexualmente maduros, com idade variando entre dois e
seis anos. Os cdes SRD foram mantidos no canil da UFRPE
e alimentados com ragdo “Croc Dog” e “Croc Baby” (Socil
Guymarch, Brasil) e os demais com outras ragdes comerci-
ais, além de agua ad libitum. Inicialmente, foram realizados
exames androlégicos, vacinagédo e vermifugacdo dos animais.
O método de colheita utilizado foi a manipulagéo peniana, em
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tubos coletores de vidro graduados, pré-aquecidos a tempe-
ratura de 37°C.

No primeiro experimento, para avaliagdo do sémen através
do TTR, foram colhidas 10 amostras, referentes a segunda
fracdo do ejaculado, pertencentes a 10 caes de diferentes
ragas, as quais foram colocadas em banho-maria a 38°C,
durante duas horas, e analisadas quanto & motilidade e o
vigor espermatico, no momento zero e a intervalos de 15 mi-
nutos, em microscopio de contraste de fase (Zeiss, Germany).
A motilidade foi expressa em porcentagem, e o vigor, subjeti-
vamente, numa escala de 0 a 5.

No segundo experimento, referente a avaliagdo de trés
diluentes para a criopreservagao, foi realizada uma colheita
de sémen/animal/semana, no canil, com o objetivo de
minimizar o estresse do animal, totalizando 30 colheitas. Em
seguida, as amostras foram transportadas durante cinco mi-
nutos a temperatura 40°C, até o laboratério, onde foram colo-
cadas em banho-maria (38°C), para avaliagao dos parametros
macroscopicos (cor, volume, pH e odor) e microscépicos do
sémen (concentragado, motilidade, vigor e morfologia
espermética). A motilidade e o vigor foram avaliados da mes-
ma forma descrita no primeiro experimento, em quatro mo-
mentos: MO (apés a colheita), M1 (apds refrigeragao), M2 (ime-
diatamente ap6s o congelamento) e M3 (uma semana apds
o congelamento). Para o célculo da concentragéo utilizou-se
a camara de Newbauer e, em seguida, calculou-se o nimero
de espermatozéides vidveis/ejaculado. Nos momentos AQ e
A3 analisou-se a morfologia do acrossoma espermatico atra-
vés da camara umida (Mies Filho, 1987), onde foram conta-
das, no minimo, 200 células, em microscépio de contraste de
fase (Zeiss, Germany), sob aumento de 1000x.

Apés a colheita e avaliagéo, calculou-se o volume do diluente
a ser utilizado, de forma que cada dose inseminante possu-
isse, em média, 300 milhdes de espermatozéides. A seguir,
o sémen foi dividido em trés fragdes, de acordo com o grupo
experimental. A primeira fragao foi diluida com a metade do
volume do leite desnatado (LD), a segunda fragdo com meta-
de do diluente & base de Tris + 20% de gema de ovo de
galinha (TGG) e a terceira fragdo com metade do Tris + 20%
de gema de ovo de codorna (TGC). Em seguida, as fragdes
foram transferidas para o congelador, onde permaneceram
durante uma hora, tempo necessario para atlnglrem a tem-
peratura de 5°C. Apés o resfriamento, procedeu-se a adigdo
da segunda fragdo dos diluentes (LD, TGG ou TGC), acresci-
da de glicerol a 14%, em trés partes iguais, a intervalos de 10
minutos. O sémen, entdo, foi envasado em 12 minitubos (0,25
mL) identificados, vedados, colocados em racks, transferi-
dos para o vapor de nitrogénio liquido (distancia de 5cm) du-
rante 10 minutos, mergulhados no nitrogénio e transferidos
para o botijao criobiolégico a -196°C. Imediatamente apés o
congelamento e uma semana depois, dois minitubos de cada
amostra (LD,TGG e TGC) foram descongelados em banho-
maria (40°C), durante 60 segundos, para anélise de motilidade
e vigor espermaticos, assim como morfologia do acrossoma.

Para andlise dos resultados, utilizou-se a estatistica descritiva
e o calculo de comparagao entre as médias para os parametros
motilidade, vigor e patologia do acrossoma entre os tratamen-
tos (LD, TGG e TGC), através do programa estatistico Copyright®
(1990), sendo os resultados considerados significativos a 5%.
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Resultados e discussao

No primeiro experimento, a resisténcia do espermatozéide
de cao a temperatura de 38°C, avaliada através do TTR (Tabe-
la 1), a intervalo de 15 minutos, demonstrou que as células
espermaticas apresentam, aos 45 minutos, 82,50% de
motilidade e 4,64 de vigor. Apesar da literatura nao se referir a
utilizagao deste teste, de acordo com Willard et al. (1994) o
sémen de cao pode ser manipulado, a temperatura ambien-
te, por aproximadamente 15 minutos, sem afetar a sua quali-
dade, que deve apresentar mais de 80% de motilidade.

Tabela 1: Percentual de motilidade e vigor espermatico no
sémen de cdo submetido ao TTR, a temperatura de38°C, e
avaliados a intervalos de 15 minutos

Minutos Motilidade (%) Vigor (0-5)

0 100,00 5,00

15 95,00 4,86

30 87,86 4,71

45 82,50 4,64

60 77,14 4,57

75 R 68,57 4,14

90 57,14 3,43
105 48,57 2,86
120 32,86 2,29

Desta forma, os resultados demonstram que o sémen da
espécie canina pode permanecer até 45 minutos a tempera-
tura de 38°C, periodo suficiente para a realizagdo dos prepa-
rativos da fémea e do material utilizado para inseminagéo
artificial ou criopreservagao, tendo em vista que os valores
obtidos sdo considerados parametros satisfatérios para
inseminagdo com o sémen de reprodutores da espécie cani-
na, de acordo com Willard et al. (1994) e Inamassu et al. (1999).
Entretanto, ndo se pode comparar os resultados obtidos com
os evidenciados por Silva et al. (2000), em virtude destes au-
tores nao avaliarem a motilidade e o vigor espermatico apés
30 minutos, periodo decorrido entre a colheita e o
processamento do sémen, correspondendo ao transporte do

sémen até o laboratério, nem com as normas do Manual para
Exame Androlégico e Avaliagao do Sémen Animal (1998), ten-
do em vista que na espécie bovina, o TTL utiliza cinco horas,
diferindo da duragéo utilizada neste experimento, que foi de
duas horas.

Outro aspecto que deve ser relacionado é que os dados obti-
dos in vitro, neste experimento, ndo foram avaliados in vivo
através da taxa de fecundagao, segundo recomendagéo de
Jondet e Rabadeux (1976) e Jondet et al. (1978), ao utilizarem
o TTR na espécie bovina, nem com os de Evans e Maxwell
(1987), ao recomendarem a utilizagdo do sémen da espécie
ovina que apresentassem, no minimo, 30% de motilidade
apés o TTL.

No segundo experimento, referente ao processo de refrigera-
¢ao e congelagéo, observou-se coloragdo branco-opales-
cente, sem odor, volume médio de 12 mL referente a segun-
da fragdo do ejaculado e pH 6,7. No entanto, os valores mi-
croscopicos obtidos através da andlise das amostras do sé-
men de caes encontram-se na Tabela 2, onde se observa,
imediatamente apds a colheita, motilidade de 95% e 4,77 de
vigor, valores considerados de excelente qualidade, de acor-
do com Dobrinsky et al. (1993), Willard et al. (1994), Silva e
Verstegen (1995), Moura et al. (1999) e Silva et al. (2000).

No entanto, constata-se que no sémen refrigerado ao se utili-
zar o leite desnatado como diluente (LD), evidenciou-se dife-
renca significativa (P£ 0,05) no baixo percentual de motilidade
espermatica (69,23%), quando comparada aquelas observa-
das ao adicionar Tris acrescido de gema de ovo de galinha
(85,38%) ou ovo de codorna (88,08%). Da mesma forma, o
vigor obtido no grupo LD (3,00) também foi inferior (P< 0,05)
aqueles constatados nos grupos TGG (3,85) e TGC (4,38),
demonstrando que a 5°C, a agao crioprotetora do diluente a
base de leite desnatado sobre a célula espermatica é inferior
aquela exercida pela gema de ovo de galinha ou codorna, dis-
cordando dos achados de Province et al. (1984) e Mies Filho
(1987), que relataram que o diluidor & base de leite desnatado,
por ser de facil preparo, menor custo e capaz de preservar a
célula espermatica, pode substituir o diluidor a base de gema
de ovo. Por outro lado, corrobora com Andersen (1975), England
(1993), Giinzel-Apel (1994) e Moura et al. (1999).

Tabela 2: Percentual de motilidade e vigor espermatico no sémen da espécie canina, com o sémen fresco (m0,
v0), refrigerado (m1, v1), imediatamente apés o congelamento (m2, v2) e uma semana apds o congelamento

(m3, v3).

Grupo Experimental mo vO m1 vi m2 v2 M3 v3
Leite desnatado (LD) 95.00 4,77 69,23° 3,00° 24,23% 1,85 11,92° 1,.23°
Tris+gema de ovo de galinha (TGG) 95,00 4,77 8538° 3,85° 5846° 3,31° 4154 277
Tris+gema de ovo de codorna (TGC) 95,00 4,77 88,08° 4,38 63,43° 346° 50,00° 3,00°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P< 0,05).

Um fato que também pode ser observado na Tabela 2 é que,
apesar de nao haver diferencas estatisticas, os resultados de
motilidade e vigor espermatico, ao se utilizar o ovo de codorna,
- foram superiores aos obtidos com o diluente & base de ovo de
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galinha em todos os momentos, o que pode ter sido determi-
nado pela presenga de vitaminas, como o acido ascérbico
(Fabichak, 1987) ou pelo baixo teor de gordura (Perez e Perez,
1966) encontrados na gema de ovo de codorna.



Por conseguinte, acredita-se que a gema de ovo (galinha ou
codorna) potencializa o efeito crioprotetor do glicerol sobre a
membrana plasmatica dos espermatozéides, quando sub-
metidos a temperaturas abaixo de 0°C, ratificando os acha-
dos de England (1993) ao descreverem as propriedades
crioprotetoras do glicerol e da gema de ovo de galinha em
proteger a integridade das membranas espermaticas duran-
te o procedimento de criopreservagao, bem como os relatos
de Vilar (1992) ao destacar as propriedades do ovo de codor-
na que, provavelmente, minimizam os efeitos das alteragtes
da pressdo osmoética, decorrentes da agédo do frio sobre as
estruturas espermaticas, evidenciadas por Lagares et al.
(1994) e Kohne (1995).

Em contrapartida, ao se avaliar as patologias do acrossoma
(Tabela 3), constata-se que houve aumento no percentual des-
tas patologias espermaticas apés o procedimento de
criopreservagao (A3). No entanto, nao foram evidenciadas dife-
rencas estatisticas entre os grupos experimentais, acreditan-
do-se, portanto, que os diluentes LD, TGG ou TGC, provavel-
mente por apresentarem propriedades bioquimicas compati-
veis com a célula, ndo danificam o acrossoma, mantendo, por-
tanto, a capacidade fertilizante da célula espermatica do cao
apoés o congelamento, o que possibilitara a sua utilizagdo na
ILA., tendo em vista que Concannon e Battista (1989), Olar et al.
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