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RESUMO

Foram utilizados 27 ejaculados de um cdo, adulto, SRD, de porte médio. O sémen foi coletado por
meio de massagem peniana e dividido em trés amostras iguais: GRUPO 1 (G1)-refrigerado, sem a
utiliza¢ao de meio diluente; GRUPO 2 (G2): diluido com meio a base de leite desnatado; GRUPO 3
(G3)-diluido com meio a base de glicina-gema, sem glicerol. As amostras foram avaliadas logo apds
a coleta (MO0) quanto a motilidade, ao vigor espermético e a integridade das membranas espermadticas
e, logo apos, incubadas a temperatura de 5°C . Em seguida, as amostras foram avaliadas nos
momentos:24(M1), 48(M2) e 72(M3) horas de refrigera¢io, para motilidade e vigor; em M3 foi ava-
liada também a integridade das membranas espermaticas. A andlise estatistica dos dados obtidos
mostrou equivaléncia entre o G2 e o G3, ambos superiores ao Gl quanto aos parametros estudados.
A técnica de refrigeracdo mostrou-se viavel, e os diluentes utilizados foram eficazes na preservacao
das funcgoes espermadticas, durante o processo de refrigeracdo, na espécie canina.
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Introducao

s primeiros estudos sobre inseminagdo artificial
foram conduzidos por Spallanzani, por volta de 1780,
utilizando-se o cio como modelo experimental. A
inseminacao artificial (IA) de caes foi aprimorada
e ¢ ainda hoje utilizada em substitui¢do a cobertura natu-
ral nos casos em que existe dificuldade no transporte dos
animais, necessidade da cobertura de mais de uma fé-

mea com um tnico ejaculado ou da realiza¢ao de cober-
tura entre cdes que nao se acasalam naturalmente.

O sémen canino diluido em um extensor pode ser
refrigerado por alguns dias e, quando reaquecido, utiliza-
do para inseminacao artificial com alto nivel de fertilida-
de. Porém, se o resfriamento € realizado de modo inade-
quado, os espermatozdéides podem sofrer o choque tér-
mico, que induz a danos em parte irreversiveis, caracteri-
zados por padrao anormal de motilidade (movimento cir-
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cular ou retrégrado), rapida queda de motilidade, altera-
¢ao da membrana plasmdtica e acrossOmica, reducao
da atividade metabdlica e perda de componentes intra-
celulares (WATSON, 1981). A refrigeracao de sémen
sem um meio extensor ndo ¢ indicada devido ainda as
propriedades nocivas do fluido prostatico e de outros
componentes do plasma seminal sobre as células es-
permédticas (CONNCANON e BATTISTA, 1989;
ROTA, 1998).

A maioria dos efeitos nocivos, causados pelo cho-
que térmico, pode ser minimizada pelo controle da taxa
de resfriamento entre temperaturas criticas e pela adi-
¢do de lipideos (gema de ovo) ou lipoproteinas (leite) ao
meio diluidor (JASKO, 1994; WATSON, 1995). Muitos
diluidores a base de gema de ovo e leite tém sido des-
critos na literatura e utilizados para a refrigeracao de
sémen de cdo com o objetivo principal de proteger os
espermatozoides do choque térmico, fornecer-lhes nu-
trientes e manter o pH (PROVINCE et al., 1984;
ROTA, 1998; STROM, 1999).

PROVINCE ef al., (1984) obtiveram motilidade
espermatica de 50% pos-refrigeracao do s€émen canino
por 2 a 4 dias, utilizando extensores com 20% de gema
de ovo, com ou sem glicerol; esses mesmos autores, em
trabalho subseqiiente, concluiram pela ndo utilizagao do
glicerol, uma vez que, em muitos casos, este exerceu
um efeito depressivo sobre a motilidade do s€émen.

SAINZ et al., (1993) concluiram que o extensor
TRIS-frutose-dcido citrico com 20% de gema de ovo
resultou em perda de 48,84 % da motilidade esperméti-
ca, apos 24 horas de refrigeracao do s€émen canino. LIN-
DE-FORSBERG (1995) comparou 269 [As com sémen
refrigerado nao diluido ou diluido em diversos extenso-
res € obteve melhores resultados (62,5%) com utiliza-
cao do extensor TRIS-gema para a refrigeracao do sé-
men de cao. ROTA et al. (1995) observaram motilida-
de de 50%, ap6s 2 dias de incubagao do sémen canino a
4°C em diluidores a base de gema—creme de leite ou
em gema-leite, porém, obtiveram 70% de motilidade,
incubando-se em diluidor a base de TRIS-gema.

Apés a refrigeracao, os espermatozoides devem
apresentar uma boa vitalidade para que possam atingir
o local da fertilizacdo e penetrar o 6vulo; devem, tam-
bém, manter a integridade de suas membranas esper-
madticas, um pré-requisito para sua liga¢do posterior com
a zona pelicida e vitelinica (ROTA, 1998, STROM,
1999).

Em vista do exposto, o objetivo do presente en-
saio foi verificar a viabilidade do processo de refrigera-
¢ao do sémen na espécie canina, utilizando e compa-
rando diluidores a base de leite desnatado e glicina-gema

de ovo, por meio das caracteristicas de motilidade, e
vigor dos espermatozoides e pela integridade das mem-
branas espermaticas.

Material e Métodos

Foram coletados e avaliados 27 ejaculados de um
cao, adulto, SRD, proveniente do Biotério Central da
UNESP - Botucatu. As amostras do sémen foram cole-
tadas pela massagem peniana e recolhidas em funil de
pléstico, acoplado a um tubo de coleta graduado e aque-
cido a 35° C. As amostras de sémen foram avaliadas
(M0), macroscopicamente, quanto ao volume, a cor e ao
odor; microscopicamente, quanto a motilidade e ao vigor,
segundo método descrito por KRAUSE (1966); a con-
centracdo espermadtica, avaliada pela contagem das cé-
lulas em camara de Neubauer, e a integridade das mem-
branas espermadticas, através de sondas fluorescentes,
sob o método descrito por CUNHA e al., (1996) (Figu-
ras 1 e 2).

Apds a avaliacdo inicial, o ejaculado foi dividido
em trés partes iguais, sendo: GRUPO 1- sem a utilizacio
de meio diluente; GRUPO 2- sémen diluido com o meio a
base de leite desnatado e glicose (KENNEY et al., 1975)
até obter-se um volume final de 6ml; GRUPO 3- sémen
diluido com meio a base de glicina-gema (BICUDO et
al., 1993), sem glicerol, até obter-se um volume final de
6ml. Apos as avaliacdes iniciais, as amostras foram ime-
diatamente incubadas a temperatura de refrigeracao, em
recipiente contendo 600 ml de dgua aquecida a 37° C e
todo o conjunto levado a geladeira, a 5° C, propiciando,
desta maneira, um ritmo de declinio de temperatura entre
0,5 e 0,2° C/min, até atingir a temperatura de 5° C (BI-
CUDO et al., 1991). O sémen foi avaliado apds 24h (M1),
48h (M2)e 72h (M3) de refrigeracao apos prévio aqueci-
mento de uma amostra de cada grupo em banho-maria, a
37° C, por 10 minutos, quanto a motilidade e ao vigor
espermadticos, e, no momento M3, a integridade das mem-
branas espermaticas foi reavaliada, segundo método des-
crito por CUNHA et al. (1996) (figuras 1 e 2).

Resultados e Discussao

Os resultados das avaliacoes iniciais (M0) dos 27
ejaculados estudados (Figura 3) encontram-se dentro dos
padrdes normais para o sémen canino (CHRISTIAN-
SEN, 1988).

A motilidade espermatica diferiu significativamen-
te entre o grupo refrigerado sem dilui¢io (G1) e os gru-
pos refrigerados com diluidor a base de leite desnatado-
glicose (G2) e a base de glicina-gema (G3), sendoo G2 e
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0 G3 equivalentes e estatisti-
camente superiores ao Gl
(Tabela 1; Figura 4). Essa
resposta foi provavelmente
decorrente da protecdo das
células espermadticas frente
ao choque térmico, ofereci-
da pelos constituintes dos di-
luidores a base de leite des-
natado-glicose (G2) e glicina-
gema de ovo (G3) (PRO-
VINCE et al., 1984:
CHRISTIANSEN, 1988;
ROTA, 1998) (Tabela 1; Fi-
gura 4).

O grupo refrigerado
sem diluicdo (G1) apresen-
tou declinio rdapido do vigor
espermatico atingindo esco-
re zero (células sem movi-
mento ou com movimento lo-

Figura 1: Espermatozoéides de cdo visualizados pelas sondas fluorescentes (CUNHA et al.,1996):

cor verde = membranas espermdticas integras; cores verde e vermelho = membrana plasmatica

cal) ap6s 48 horas de refri- lesada (vermelho) e membrana acrossomica integra (verde); cor vermelha = membranas espermati-
geragao, diferindo dos grupos cas lesadas.

diluidos com leite desnatado-
glicose (G2) e do diluido em
glicina-gema de ovo (G3),
que atingiram, respectiva-
mente, vigor 3 e 2, apOs 48h
de refrigerac@o. Os constitu-
intes dos diluidores sdo, mais
uma vez, 0s provaveis res-
ponsdveis pela manutengdo
da viabilidade espermadtica
por um periodo maior (Tabe-
la 2; Figura 5).

A comparacdo de ta-
xas de concepg¢do apos LA
¢ ainda a melhor maneira de
se avaliar a preservagao de
uma amostra de s€émen (LIN-
DER-FORSBERG, 1995);
entretanto, isto nem sempre
€ possivel. Alguns testes in

vitro podem ser associados Figura 2: Espermatozéides de cio visualizados pelas sondas fluorescentes (CUNHA et

para permitir que a fertilida-
de de uma amostra seja esti-
mada (ROTA et al., 1995;
CUNHA et al., 1996; STROM, 1999). A integridade das
membranas espermaticas pos refrigeracao possibilita uma

ticas lesadas.

boa avaliagao sobre a fertilidade de uma amostra de sé-
men (Figuras 1 e 2) (STROM, 1999). Quando o sémen

al.,1996): cor verde = membranas espermaticas integras; cor vermelha = membranas esperma-

foi refrigerado sem a adicdo de diluente (G1) observou-
se 66,5% de lesao da membrana espermatica, apos 72h
de refrigeracao; em contrapartida, quando se refrigerou
o sémen em diluente a base de leite desnatado-glicose
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Motilidade
(ml) (%)

meédia 6,7 74 4

1,46 8,92

Volume Vigor
)
3,68

0,69

Concentracao

(x 10 °/ ml)
63,9

desvio 4546

padrao

Figura 3: Media aritmética e desvio padrio das varidveis volume, motilidade, vigor e concentragio espermdtica de 27 ejaculados.

(G2) ou glicina-gema (G3), observaram-se, res-
pectivamente, 20,75% e 22,5% de lesdo de mem-
brana, indicando a protegio exercida pelos extenso-
res as células espermdticas (Tabela 3; Figura 6).

Os resultados obtidos demostraram uma
protecdo efetiva dos meios extensores sobre a in-
tegridade e viabilidade das células espermaticas.

Conclusoes

O processo de refrigeracdo de s€émen na
espécie canina mostrou-se vidvel até o periodo
de 72 horas, utilizando-se diluidores a base de
leite desnatado-glicose ou glicina-gema de ovo. ;

Os meios a base de leite desnatado—gli- G2- leite

. B G3- glicina
cose e glicina-gema de ovo apresentaram re-
sultados equivalentes no processo de refrigera-

¢do de sémen na espécie canina, até o periodo  Figura4: Comparagio dos valores da mediana (Md) da varidvel motilidade esper-
de 72 horas midtica nos 4 momentos estudados, entre os 3 grupos experimentais

G1- controle

Tabela 1 - Comparacio dos valores da mediana (Md) da varidvel motilidade espermdtica nos 4 momentos entre os 3 grupos.

; momento | wmo oMY M2 M3 estatistica
grupo
| s0ab) | o(Aa) 0(A;a) x2=66.97 p<0.001
70(Bbc) | 60(B;b) 60(B;ab) x2=48.57 p<0.001
| 70@:00) | 70B:b) 60(8;a) X2=48.30 p<0.001
estatistica x2=3.35 x2=40.06 x2=41.06 x2=38.74
p0.10 p<0.001 p<0.001 p<0.001

letras maitsculas diferentes indicam diferencas entre grupos (p<0.05)
letras minasculas diferentes indicam diferencas entre momentos (p<0.05)
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Tabela 2 - Valores das medianas (Md) da varidvel vigor espermatico nos 4 momentos entre os 3 grupos.

x2=48.38 p<0.001

estatistica

p<0.001

letras maiusculas diferentes indicam diferencas entre grupos (p<0.05)
letras minusculas diferentes indicam diferencas entre momentos (p<0.05)

Figura 6: Comparacio entre as medianas (Md) das varidveis porcen-
Figura 5: Valores das medianas (Md) da varidvel vigor espermatico tagem de células integras, células parcialmente lesadas e células lesa-
nos 4 momentos entre 0s 3 grupos. das avaliadas em 2 momentos (MO e M3) nos 3 grupos.

Tabela 3 - Comparacgio entre as medianas (Md) das varidveis porcentagem de células integras, células
parcialmente lesadas e células lesadas avaliadas em 2 momentos (M0 e M3) nos 3 grupos.

Integra
M3

MO M3

G1 10.25 (A.a) 9.75 (A,a)
G2 13.5 (AB,b) 6.5 (Aa)
G3 17.5 (B.b) 7.75 (Aa)

letras maiusculas diferentes indicam diferencas entre grupos (p<0.05)
letras minusculas diferentes indicam diferencas entre momentos (p<0.05)
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SUMMARY

Twenty-seven ejaculates of an adult, mixed breed, medium size dog were used in this study. The
semen was collected by penile stimulation and divided into three equal samples. Group 1 (G1): cooled
without extender; Group 2 (G2): diluted with skimmed milk-based extender; Group 3 (G3): diluted
with glycine egg yolk-based extender, without glycerol. Samples were evaluated after collection (M0)
as to sperm motility and vigor, and integrity of sperm membranes, and then incubated at 5° C. Sam-
ples were again evaluated for motility and vigor after being refrigerated for 24 (M1), 48 (M2) and 72
(M3) hours. M3 also included the integrity of sperm membranes in the evaluation. Statistical analysis
of the obtained data showed G2 and G3 as equivalent, both being superior to G1 in relation to the
evaluated parameters. The cooling technique showed to be viable and the studied extenders were

Key words: cooling, semen, dogs.

efficient in preserving the sperm functions during the cooling process of canine semen.
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