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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia de quatro diferentes
diluentes na conservacdo do sémen canino no decorrer de 96 horas de
armazenamento a 5° C. Para o experimento foram selecionados dois cédes sem
raca definida, de mesma idade e porte. Foram colhidos 10 ejaculados de cada
cdo durante 5 semanas consecutivas, totalizando 20 ejaculados (10
ejaculados/cédo). As amostras de sémen obtidas foram diluidas em TRIS-gema,
leite desnatado, TRIS-gema acrescido de secrecao prostatica e leite desnatado
acrescido de secrecdo prostatica. As amostras foram avaliadas antes das
diluicbes, na hora zero (imediatamente apds a diluicdo), 24, 48, 72 e 96 horas
pos-resfriamento a 5° C. As amostras de sémen nao diluido foram avaliadas da
mesma forma para comparacdo. Nas amostras de sémen foram avaliadas
motilidade progressiva e integridade dos acrossomas. Foram obtidos os seguintes
resultados: 1. O diluente TRIS-gema mostrou-se superior ao diluente leite
desnatado quanto a motilidade progressiva e semelhante quanto a integridade de
acrossomas das células esperméticas no decorrer das 96 horas de experimento.
2. Os diluentes TRIS-gema e leite desnatado quando acrescidos de secrecao
prostatica, sempre mostraram-se inferiores nos parametros motilidade progressiva
e integridade dos acrossomas espermaticos (p£ 0,05). 3. O tempo de viabilidade
das células espermaticas que apresentou minimo de 50% de motilidade
progressiva dos referentes diluentes foi: TRIS-gema = 82,5 horas; leite desnatado
= 60,7 horas; TRIS-gema+secrecao prostatica= 60,3; leite desnatado+secrecao
prostatica=38,4 horas. 4. Os diluentes acrescidos de secrecao prostatica nao

apresentaram resultados satisfatorios na conservagédo do sémen canino a 5° C.

Palavras Chave: Sémen canino, resfriamento, diluentes.
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SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate the efficiency of four different
diluents on the conservation of canine semen at 5° C. For the experiment were
selected two mixed breed dogs with the same age na body size. Ten ejaculates
were collected of each dog troughout five weeks and the samples were diluted in
TRIS-egg yolk, skim milk, TRIS-egg yolk in addition to prostatic fluid and skim milk
in addition to prostatic fluid. The samples were evaluated before dilution;
immediatelly after (time 0); 24; 48; 72 and 96 hours after cooling. The
spermatological evaluation concerned progressive motility and acrosome integrity
after dilution. The results were: 1. TRIS-egg yolk was superior to skim milk in
relation to progressive motility during 96 hours of experiment, and as good as in
relation to acrosome integrity. 2. The diluents TRIS-egg yolk and skim milk when
in addition to prostatic secretion were always inferior in relation to progressive
motility and acrosome integrity. 3. Time of viability of semen whit at least 50% of
progressive motility was: TRIS-egg yolk= 82.5 hours; skim milk= 60.7 hours; TRIS-
egg yolk+prostatis fluid= 60.3 hours, skim milk+prostatic fluid= 38.4 hours. 4. The
two diluents in addition to prostatic fluid do not showed good results for canine

semen cooling at 5° C.

Key words: Canine semen, cooling, diluents.
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1. INTRODUCAO

A criacdo de cdes vem crescendo muito nos Ultimos anos. Varios paises
europeus e os Estados Unidos da América estao investindo no desenvolvimento e
aperfeicoamento, por meio de selecdo, de varias racas existentes atualmente.
Com isso, surgiram reprodutores de alto padrdo genético que deverao ser mais
bem utilizados pelo uso de biotécnicas da reproducdo, principalmente pela
criopreservagéo do sémen e inseminagéo artificial.

Para aumentar a eficiéncia dessa tecnologia, estdo sendo realizadas
pesquisas com 0 objetivo de desenvolver meios diluidores de sémen que
garantam a viabilidade da célula espermatica nos processos de resfriamento e
criopreservacao.

O congelamento do sémen garante sua capacidade fecundante por tempo
indeterminado até o presente momento, 0 que € bastante desejavel no
intercadmbio internacional de material genético, inclusive de reprodutores ja
mortos. Entretanto, nem todos o0s reprodutores possuem sémen com
caracteristicas ideais para congelamento (GUNZEL, 1986), fazendo-se
necessario o seu resfriamento e possibilitando, dessa forma, seu transporte para
inseminacao de fémeas localizadas a longas distancias.

De acordo com a pesquisa de GUNZEL e KRAUSE (1986), a fertilidade do
sémen diluido mantém-se no maximo por 72 horas, desde sua colheita até a
inseminacao artificial. Na exportacdo de sémen resfriado os transtornos
decorrentes de imprevistos muitas vezes fazem com que esse tempo seja
insuficiente para a adequada utilizacdo do mesmo. Com isto faz-se necessario
desenvolver meios diluidores melhores para a conservacdo do sémen a 5 °C,
garantindo boa motilidade e integridade de acrossoma por periodo de tempo

mais longo.



A pesquisa de Mcconnel et al .(1987) revelou que a motilidade espermatica
€ dependente da fonte energética mitocondrial ATP (trifosfato de adenosina) e
Frenette et al. (1986) verificaram que a fosfatase acida é sintetizada pela prostata
e a alcalina pela cauda do epididimo e ducto deferente. Entretanto, a maioria do
plasma seminal do cao é oriundo da prostata (Miller et al.,1979).

O objetivo do presente trabalho consiste em avaliar e comparar a
conservagao do sémen canino a 5°C com quatro diferentes diluentes, sendo dois

deles adicionados de secrecdo prostatica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Motilidade espermatica e integridade do acrossoma como parametros

na avaliacdo da qualidade do sémen.

7

A motilidade das células espermaticas € usada como parametro na
avaliacdo da qualidade do sémen servindo, inclusive, para avaliar a aptiddo de
um diluente quando de sua utilizagcdo na conservacdo do sémen. Para que as
células espermaticas consigam atravessar a zona pellcida do 6vulo no momento
da fecundacdo € necesséario que elas tenham boa motilidade e acrossomas
integros (MAHI e YANAGIMACHI, 1978).

A capacidade de fecundacdo de espermatozoides de touro no sémen
diluido e congelado é mais relacionada a integridade dos acrossomas do que a
motilidade (SAACKE e WHITE, 1972). Devido a esse fato (de que os
espermatozéides com alteracdes acrossomais também apresentam boa
motilidade), os dois parametros devem ser observados (SAACKE e WHITE,1972;
MAHI e YANAGIMACHI, 1978).

O armazenamento do sémen a baixas temperaturas acarreta variadas
alteracdes nas membranas dos espermatozoéides, principalmente no acrossoma

(ou capuchdo cefalico), o que se assemelha ao processo de reacao do



acrossoma. Por esse motivo a observacdo da integridade do acrossoma €
fundamental quando se faz necesséria a conservacao do sémen.

Em sémen de coelho foi encontrada correlagdo significativa entre
integridade acrossomal e os resultados de fertilizagdo que foram objetivados, mas
a correlacdo nao foi significativa entre fertilizagdo e motilidade espermatica
(HELLEMANN, 1976; WEITZE, 1977).

No céo foi encontrada relagdo entre motilidade espermatica e integridade
acrossomal no sémen fresco nao diluido, o que nao foi observado em amostras
de sémen diluido e congelado (OETTLE,1986).

PACE et al. (1981), estudando sémen bovino, observaram correlagéo
positiva entre fertilidade e atividade da acrosina e foi observada em sémen canino
fresco, diluido e congelado a correlacao positiva entre fertilidade e integridade
acrossomal (FROMAN et al., 1984). Essa correlacdo s6 foi parcialmente
confirmada pois, aparentemente, ndo € possivel analisar todos os graus de

defeitos acrossomais por exames utilizando contraste de fase (HUWER, 1984).

2.2. Influéncia da secrecdo prostéatica sobre a motilidade espermatica

A dependéncia da motilidade espermatica da fonte de energia ATP
(trifosfato de adenosina) € largamente conhecida e descrita em varias espécies
(Multaméki et al., 1980; CALAMERA et al., 1982, 1986; COMHAIRE et al., 1983;
YOUNG e SMITHWICK, 1983; SODERQUIST e LARSON, 1985; MCCONNEL et
al., 1987), sendo que trabalhos de BRACKETT e WILLIAMS (1967) e KAHN
(1981) contribuiram na determinacéo da concentracdo de ATP no sémen canino.

A liberacdo de energia pela desfosforilacdo do ATP € catalizada pela
adenosina trifosfatase (ATPase), que se encontra na pec¢a intermediaria do
espermatozéide. Das inUmeras fosfatases encontradas no plasma seminal foram
encontradas duas monofosfoesterases e seu local de producéo foi determinado

por MANN (1964) ; a fosfatase acida é sintetizada pela prostata e a fosfatase



alcalina pelo epididimo e pelos ductos deferentes (HEITE e WETTAUER, 1979;
FRENETTE et al., 1986).

SMITH (1975) e MILLER (1979) verificaram que o volume do plasma
seminal do ejaculado do cdo é, quase que em sua totalidade, fornecido pela
préstata, o que vem de encontro com resultados obtidos por ENGLAND e ALLEN
(1990), quando também observaram que a primeira e a terceira fragbes seminais
do ejaculado do cao sdo produzidas pela préstata, observando efeitos deletérios
a célula espermatica quando as mesmas foram diluidas nessas fracdes.

GUNZEL e EKROD (1991) observaram que o aumento da motilidade
individual das células espermaticas com adicdo de secrecdo prostatica foi
temporaria e que houve ainda maior reducédo dessa motilidade apés 24 horas de
diluicdo e resfriamento, se comparada com outros meios diluidores.

GUNZEL e EKROD (1991) observaram reducdo na motilidade e na
concentragdo de ATP em amostras de sémen canino ndo diluidas e nas diluidas
com secrecdo prostatica quando comparadas com amostras diluidas em TRIS-
gema.

A utilizacdo da secrecdo prostatica no congelamento do sémen canino, da
mesma forma que no resfriamento, também é alvo de estudos. Em temperatura de
congelamento de -18° C, NOTHLING et al. (1995) obtiveram maiores taxas de
prenhez nos dois grupos de fémeas inseminadas intra-uterinamente com adi¢ao
de 3 a 10 ml de secre¢do prostatica, comparando-se com 0 grupo inseminado

sem secrecao.

Conservacao do sémen canino

A primeira inseminacao artificial (I.A.) na espécie canina foi realizada com
sucesso na ltalia por Lazzaro Spallanzani em 1780 (MIES FILHO,1978). A seguir
0 russo lvanov prosseguiu com estudos que demonstraram a possibilidade de
fertilizacdo de fémeas com utilizacdo de soros artificiais substituindo liquidos

organicos produzidos pelas glandulas anexas. Esse mesmo pesquisador



esclareceu a dindmica do uso de baixas temperaturas na conservagao do sémen
para I.A., inseminando fémeas equinas (MIES FILHO,1978).

No entanto, somente ap6s 1950 € que essa tecnologia comecgou a
despertar mais o interesse dos pesquisadores. HARROP (1961) descreveu a
utilizacdo de sémen canino fresco e também diluido e resfriado na I.A. que, ap6s
ser transportado durante seis dias, resultou em gestagdo de uma cadela.

A primeira publicacdo relatando o sucesso da I.LA. com sémen canino
congelado foi feita por SEAGER (1969). A pesquisa de LINDE-FORSBERG
(1995) revelou que os diluidores de sémen auxiliam na protecdo das membranas
celulares dos espermatozoides, sdo fontes de energia, estabilizam o pH e a
pressdo osmatica e que a técnica de resfriamento do sémen leva a decréscimo da

taxa metabdlica espermatica, aumentando a longevidade das células.

2.3.1 Influéncia do armazenamento sobre a motilidade espermatica do

sémen canino nao diluido.

Durante o armazenamento do sémen canino fresco a 5° C por 24 horas, foi
constatado que a motilidade progressiva foi de 74% para 40% e, apGs 72 horas,
decresce ainda mais, chegando a valores de 8,4% (GUNZEL, 1986). Esse fato foi
confirmado por EKROD (1989) e GUNZEL-APEL e EKROD (1991) ao observarem
perda de motilidade progressiva dos espermatozoides apdés 24 horas de
armazenamento a 5°C.

Observagfes similares foram feitas por MORTON e BRUCE (1989),
quando verificaram espermatozéides com motilidade praticamente nula apés 96
horas de armazenamento sob a mesma temperatura.

Da mesma forma que ocorrem alteracdes celulares no armazenamento a
baixas temperaturas, a conservagado do sémen nao diluido a 35° C durante 1 hora

BN

levou a imobilidade dos espermatozdides e a alteracbes morfoldgicas, ainda



sendo constatado que a conservagdo a 7° C durante 1 hora ndo acarretou

maiores alteracdes (YUBI et al., 1987).

2.3.2 Influéncia dos diluentes e do armazenamento sobre a motilidade do

sémen canino diluido.

Com o acréscimo de meios diluidores o sémen conserva suas
caracteristicas por mais tempo. Ap0s 72 horas de armazenamento a 5° C foi
observada queda na motilidade em 66% nas amostras de sémen canino fresco
nao diluido, enquanto que em amostras de sémen diluido a queda foi de apenas
20% (GUNZEL, 1986).

A adicdo de diluente TRIS-gema-lactose propiciou aumento da sintese

mitocondrial de ATP, favorecendo a manutencdo da motilidade, apresentando
60% de espermatozoides méveis apOs 24 horas de resfriamento a 5° C (EKROD,
1989; GUNZEL-APEL e EKROD, 1991).
Com utilizacao de leite desnatado e gema de ovo diluidos na proporcao de 1:8
obteve-se 50% de motilidade apds 9 dias de armazenamento a 4° C (HARROP,
1961). Ap6s 72 horas, melhores resultados de motilidade foram obtidos com TRIS
em comparacdo com diluentes contendo leite desnatado e citrato
(ROYCHOUDHURY e DUBAY, 1974).

BOUCHARD et al. (1990) observaram que amostras de sémen diluidas em
leite desnatado e conservadas a 4° C apresentaram motilidade progressiva
superior quando comparadas com amostras mantidas a 22 e 37° C. Em 120 horas
de armazenamento o diluidor glicose-leite desnatado possibilitou melhor
motilidade do que o meio citrato-gema (PROVINCE et al., 1984).



2.3.2.1 Influéncia dos diluentes e do resfriamento sobre a motilidade e integridade

do acrossoma do sémen canino diluido.

KOBER (1985) diluiu sémen de cées da raca Schnauzer gigante e obteve
resultados superiores de motilidade progressiva nas amostras diluidas em citrato
de sédio quando comparadas com amostras diluidas em TRIS (com e sem adi¢ao
de glicerol).

GUNZEL (1986) conduziu um estudo comparativo entre amostras de
sémen canino ndo diluido e diluido em meio TRIS armazenadas a 5°C,
observando a superioridade do sémen diluido. BOUCHARD et al. (1990)
compararam sémen canino diluido com citrato-gema e leite desnatado-glicose,
sendo que a motilidade espermatica foi superior com o primeiro diluente.

GUNZEL e EKROD (1991) compararam amostras de sémen canino ndo
diluido com amostras diluidas em secrecdo prostatica ou meio TRIS-gema,
observando reducdo na motilidade e na concentragdo de ATP nas amostras nédo
diluidas e nas diluidas com secrecéo prostatica.

A atividade da fosfatase acida aumentou nas amostras contendo secrecao
prostatica, mas diminuiu nas amostras diluidas em TRIS. A atividade da fosfatase
alcalina diminuiu, tanto nas amostras adicionadas de secre¢do prostatica quanto
naquelas diluidas em TRIS.

MULLER (1992) comparou sémen canino néo diluido com sémen diluido
em TRIS-gema e leite desnatado e os mesmos diluentes com adi¢cdo de albumina
sérica bovina (BSA), observando que amostras diluidas apresentaram menor
indice de alteragcfes acrossomais.

Uma das caracteristicas da membrana das células espermaticas é o
transporte ativo de moléculas. Em condi¢des de hipoosmolaridade, ocorre influxo
de agua para o interior das células objetivando equilibrio osmético, o que leva a
aumento do volume celular e deformac¢des da membrana plasméatica. KUMI-DIAKA

(1993) observou correlacao positiva e significativa entre os testes hipoosméticos



e motilidade, constatando que, em condi¢des hipoosméticas, ocorre edemaciacao
da cauda das células espermaticas, ocasionando alteracdo de motilidade.

Resultados semelhantes foram obtidos por RODRIGUEZ et al. (1994), bem
como INAMASSU et al. (1999) constataram dobramento das caudas dos
espermatozéides submetidos as mesmas condicdes.

A utilizacdo de secrecao prostatica e do plasma seminal na diluicdo de
sémen canino também € considerada. ROTA et al. (1995) desenvolveram um
estudo da diluicho do sémen em plasma seminal, TRIS-gema e leite-gema,
armazenando as amostras a 4°C, observando que a diluigdo em plasma seminal
resultou em maior indice de espermatozoides deformados, apresentando
motilidade nula em 24 horas enquanto que a motilidade e o vigor espermaticos
foram maiores em amostras diluidas em TRIS-gema.

ENGLAND e PONZIO (1996) pesquisaram a utilizacdo de TRIS-gema no
resfriamento e congelamento de sémen canino, sendo que as amostras de sémen
resfriado apresentaram motilidade superior as amostras de sémen congelado,
indicando que a técnica de resfriamento € mais recomendada do que a de
congelamento em situagbes em que 0 sémen em questdo serd utilizado dentro do

periodo de quatro a cinco dias.

2.4 Conservacdo do sémen em outras espécies

As biotécnicas da reproducdo como resfriamento, congelamento de sémen
e inseminacdo artificial sdo utilizadas ha bastante tempo em outras espécies
animais, principalmente nas espécies de maior interesse comercial. Muitas das
técnicas e meios diluidores utilizados na conservacdo de sémen ovino, bovino,
suino e eqlino passaram a ser utilizados na conservacao do sémen do céo e de
outros animais domésticos e selvagens.

No resfriamento de sémen ovino JONES e MARTIN (1973) concluiram que

a utilizacdo de solucdo de tampéo fosfatado-glicose prejudicou a motilidade



espermatica e integridade dos acrossomas. Entretanto, os efeitos deletérios
diminuiram com a inclusédo de 3% de gema de ovo ao diluente.

WATSON e MARTIN (1975) obtiveram bons resultados com gema na
concentracdo de 1,5% durante resfriamento ou congelamento do sémen ovino. A
presenca de glicerol no diluente aumentou o tempo de vida dos espermatozoides,
mas altas concentracdes do mesmo produziram significante alteracdo dos
acrossomas.

TIWARI et al. (1977) observaram alta mortalidade de células espermaticas
guando utilizaram somente leite como meio diluidor do sémen ovino armazenado
a 5° C, fato ocorrido devido ao acumulo de acido latico nas amostras conseqlente
a queda do pH.

DEKA e RAO (1980) observaram a superioridade dos diluentes TRIS-
glicose e leite integral em relagdo ao citrato no armazenamento do sémen a 5°C,
concluindo que as macromoléculas das proteinas do leite preservaram as
caractreristicas biolégicas dos espermatozoéides expostos a baixas temperaturas.

SOYLU et al. (1991) observaram altas taxas de concepcdo em fémeas
ovinas inseminadas com o diluente glicose-fosfato e adicdo de a-quimiotripsina,
observando ainda boas taxas de fertilidade quando adicionada vitamina E ao
mesmo diluente.

GUERRA e NUNES (1999) observaram que diluentes a base de agua de
cbco adicionados de glicerol e gema de ovo preservaram a viabilidade das células
espermaticas ovinas mantidas a 4° C durante 72 horas. A agua de cdco também
foi utilizada com sucesso na diluicdo de sémen caprino e foi constatado que o
acido indolacético presente nessa substéncia atua como crioprotetor da célula
espermatica (NUNES,1993).

A espécie bovina sempre foi alvo de grande nimero de pesquisas na area
de biotecnologia da reproducéo e varios tipos de diluentes ja foram criados e
testados. O mel foi utilizado em um trabalho de RAMADAS et al. (1979), quando

foi criada uma solugcdo contendo mel, bicarbonato de sédio e gema de ovo,



obtendo melhora na qualidade do sémen bovino e bubalino no resfriamento a 5°
C.

Amostras de sémen de touro diluidas em gema de ovo (10, 20 ou 30%) e
leite em pd ndo apresentaram diferencas significativas em relagdo a motilidade e
morfologia celulares, quando armazenadas a 5°C durante 144 horas (AK-K e
ILERI-IK-a,1991). Entretanto observou-se que concentracbes de 9% de leite em
po apresentaram melhor motilidade progressiva e menor percentagem de
espermatozéides anormais quando comparadas com concentracdes de 7 e 11 %
(AK-K e ILERI-IK b,1991).

O resfriamento e o congelamento do sémen reduzem o metabolismo
espermatico, diminuindo a producéo de catabdlitos e a peroxidacdo de lipideos da
membrana espermatica, aumentando a vida u(til dessas células (AMMAN e
GRAHAM, 1992).

No congelamento de sémen caprino MIES FILHO e SOUZA (1986)
obtiveram melhores resultados quando retiraram o plasma seminal das amostras
de sémen a serem criopreservadas. ANDRADE et al. (1999) observaram melhores
resultados no congelamento do sémen caprino com a centrifugagdo do mesmo
antes da criopreservacdo; observaram ainda que o diluidor TRIS-frutose-gema
proporcionou resultados superiores ao diluidor glicose-glicerol-leite desnatado.

A remocao do plasma seminal antes do congelamento do sémen caprino
diluido em gema de ovo resultou em queda da motilidade progressiva dos
espermatozoides apos o descongelamento (TULI e HOLTZ,1994).

Na espécie equina KOBER (1985) obteve melhores resultados de
motilidade progressiva com utilizacdo de diluente composto de leite desnatado
guando comparadas com amostras diluidas em glicose-gema.

HARRISON et al. (1978) descreveu a grande sensibilidade do sémen suino
as baixas temperaturas, utilizando diluentes salinos e macromoleculares no
processo de resfriamento a 16°C. NASCIMENTO et al. (1999) concluiram que o
sémen suino preservado em diluente de minima contaminagdo contendo leite

preservou melhor a morfologia e motilidade dos espermatozéides armazenados a
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16° C do que a 5° C, embora em ambos os casos tenha ocorrido edema de
acrossoma , 0 que comprometeu a capacidade fecundante das células.

Em congelamento de sémen de elefante africano (Loxodonta africana),
JONES (1973) obteve melhores resultados de motilidade progressiva com
utilizacdo do diluente citrato-gema, adicionado de 7% de dimetilsulféxido (DMSO)
e 1% de glicerol.

Do mesmo modo, MERKT et al. (1990) obtiveram resultados de motilidade
superiores no congelamento de sémen de camelo utilizando citrato-gema em
relacéo ao diluente leite magro.

Em amostras congeladas de sémen de coelho foram observadas taxas
decrescentes de lise total de acrossomas a medida que se aumentou a
concentracao de DMSO no diluente, com concentragdo maxima de DMSO igual a
doadores 4 %. Esse resultado vem de encontro com resultados obtidos por
HARRIS et al. (1973), quando obtiveram baixas taxas de defeitos acrossomais em

sémen congelado de galo, usando 8 % de DMSO.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caes doadores de sémen

Foram utilizados como doadores de sémen dois cdes sem raga definida
(SRD) com aproximadamente trés anos de idade e de porte médio, provenientes
do Canil Municipal da Prefeitura de Curitiba. Os animais foram mantidos em canis
individuais nas dependéncias do Hospital Veterinario da Universidade Federal do
Parana. A alimentagdo se consistiu de ragdo comercial (composicdo em Anexos),
sendo que a quantidade a ser ingerida foi calculada de acordo com o0 peso
corporal dos animais e a agua foi servida a vontade.

Os caes foram submetidos a avaliacao fisica de saude geral, vacinados e
vermifugados antes do inicio do experimento. Cada cédo recebeu uma dose de

vacina anti-rdbica e uma dose de vacina 6ctupla (Laboratério Pfizer), por via
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subcutanea. Para vermifugacdo, foi utilizada combinacdo de pirantel e

praziguantel em dose de 5 mg/kg, por via oral.

3.2 Procedimento experimental

O procedimento experimental teve duracdo de 5 semanas, com inicio no
comeco de novembro de 1998. Apés colheita do sémen, a primeira e segunda
fragcbes seminais juntas foram divididas em 5 partes iguais em tubos de ensaio
pré-aquecidos e mantidos a temperatura ambiente (15-25°C), sendo que 4 partes
foram diluidas e uma parte foi utilizada para avaliagdo do sémen nédo diluido
(controle).

Como diluente A foi utilizado o TRIS-gema; leite desnatado em pé foi
utilizado como diluente B. Foi feita pré-diluicdo dos meios TRIS-gema e leite
desnatado com secrecdo prostatica, na proporcao 1:1. Com essa pré-diluicdo
foram obtidos os diluentes C (TRIS-gema+secrecdo prostatica) e D (leite
desnatado + secrecdo prostatica). Os diluentes utilizados, bem como sua

composicao, sdo demonstrados na TABELA 1.

TABELA 1. COMPOSICAO DOS DILUENTES".

Amostra de sémen fresco Diluente Composicao
I A TRIS-gema
Il B Leite desnatado
" C TRIS-gema+secrecdo prostatica
A D Leite desnatado+secrec¢do prostatica

1 Avaliacao feita em 0/24/48/72/96 horas.

O procedimento de diluicdo ocorreu a 37° C e as amostras de sémen foram
diluidas de acordo com a Tabela 2, com utilizagdo dos quatro diluentes, sendo

gue as mesmas foram comparadas diretamente entre si.
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Apés 10 minutos de adaptacao das células esperméaticas aos respectivos
diluentes, as amostras de sémen diluido e ndo diluido (controle) passaram por
uma primeira avaliacdo (hora zero). Depois foram mergulhadas em agua fria (15°
C) durante 10 minutos. Apds esse periodo, as amostras ainda mergulhadas em
agua fria, foram colocadas em geladeira, onde alcancaram 5° C.

As amostras diluidas e a ndo diluida foram avaliadas também apG6s 24/ 48/ 72/ 96
horas de conservagédo a 5°C. O volume de cada amostra variou de 0,2 a 0,5 ml,

de acordo com a concentragdo espermatica do ejaculado.

TABELA 2. GRAU DE DILUICAO DO SEMEN CANINO DE ACORDO COM A
CONCENTRACAO ESPERMATICA.

CONCENTRACAO PROPORCAO DA DILUICAO
0,3até 0,5  10%mm° 1+3
0,5até 0,8~ 10%mm° 1+4
Acima de 0,8~ 10%mm® 1+5

3.2.1 Colheita do sémen

O sémen foi colhido duas vezes por semana por meio da técnica de
massagem peniana, com intervalo de 3 dias entre as colheitas, com auxilio de
funil de vidro e tubo de ensaio graduado de 10 ml. A colheita da primeira e
segunda fases do ejaculado foi feita em tubo de ensaio graduado pré-aquecido
(37°C), bem como a terceira fracdo (secrecdo da prostata), que foi colhida em um

segundo tubo de ensaio aquecido previamente.
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3.2.2 Avaliagdo do sémen

As amostras de sémen foram avaliadas quanto a motilidade, concentracao

espermatica e morfologia de acrossoma.

3.2.2.1 Motilidade

Foi observada a porcentagem de espermatozoides com motilidade
progressiva como parametro para avaliar a qualidade do ejaculado. A
determinacédo da motilidade progressiva foi feita em microscépio com contraste de
fase (aumento de 400 vezes), com as amostras de sémen a temperatura de 38° C
(banho-maria). Para isso foi utilizada uma gota de sémen (5 pL) entre lamina e
laminula previamente aquecidas, sendo a avaliacdo feita numa escala de 5%
(KRAUSE, 1965).

3.2.2.2 Concentracao

A determinagcdo da concentracdo espermatica do ejaculado foi realizada
em camara de contagem Thoma "neu”, de acordo com a técnica descrita por
KRAUSE (1966).

O conhecimento da concentracdo espermatica nesse estudo teve por
objetivo possibilitar o calculo das diluicbes das amostras de sémen nos quatro
diluentes. Por este motivo, os valores das concentragcbes nao serdo

demonstrados neste trabalho.
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3.3.2.3 Morfologia espermatica

Para a avaliacdo da morfologia de acrossoma foram adicionadas 4 gotas
de sémen em 0,3 ml de solucdo de formol-salina (SCHEID,1980) (Anexos).

As laminas foram preparadas colocando-se uma gota do sémen diluido em
formol salina entre lamina e laminula, fixadas nas laterais por esmalte incolor,
sendo avaliadas 200 células espermaticas por lamina com relacdo a integridade
do acrossoma, utilizando-se microscépio de contraste de fase (1000 X) e
observando-se os parametros (SYVARI,1984):

a) Bordo apical normal,

b) Bordo apical edemaciado;

¢) Acrossoma em desprendimento;
d) Acrossoma desprendido;

e) Bordo apical deformado.

Todas as células que apresentaram uma ou mais das alteracdes supra
citadas foram consideradas inadequadas para a fertilizagdo. Neste estudo, essas
alteracdes ndo foram consideradas isoladamente. Desse modo, elas néo
aparecem discriminadas; considerou-se presenca ou auséncia de modificagbes

na morfologia dos acrossomas.

3.3 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo Departamento de Estatistica da

Universidade Federal do Parana em trés etapas:
Etapa 1. Verificagdo da existéncia de diferenca entre os valores de

motilidade progressiva para os diferentes diluentes, com andlise de

variancia em blocos.
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Etapa 2. Verificacdo da existéncia de diferenca entre os diluentes para os
diferentes tempos, sendo realizada andlise de variancia em parcelas
subdivididas no tempo. As comparacfes multiplas foram feitas através do

Teste de Tukey.

Etapa 3. Determinacdo dos tempos para atingir motilidade progressiva de
50%. As decisdes foram tomadas com base em nivel de significAncia de
5%.

4 RESULTADOS

4.1 Exames laboratoriais

Para interpretacdo dos resultados foi determinada a média do percentual
de motilidade progressiva e a média dos espermatozéides com acrossomas
intactos nas amostras de sémen dos dois cées, cujos resultados estdo
apresentados nas Figuras 1 a 11.

As Tabelas 2 a 13 demonstram a média e o desvio padrdao dos dois
parametros avaliados. Os niveis de significancia das diferencas entre as médias
serdo considerados como segue:

* p £ 0,05 = significativo.
** n £ 0,01= altamente significativo.

NS = ndo significativo.

4.1.1 Influéncia dos diluentes e do tempo de conservacgédo sobre o percentual

de espermatozdides com motilidade progressiva.

No decorrer do experimento houve reducdo progressiva na motilidade dos

espermatozoéides com utilizacao de todos os diluentes.
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Comparacdo 1: Comparacao entre os diluentes TRIS-gema (diluente A) e

leite desnatado (diluente B).

Nas Tabela 3 e Figura 1 podemos observar que, nas primeiras 24 horas de

conservagao do sémen, a queda na motilidade progressiva nos dois diluentes foi

pequena, sem diferenca significativa. Entretanto, em 48, 72 e 96 horas de

conservacgao, a motilidade progressiva no diluente A (TRIS-gema) foi superior ao

diluente B (leite desnatado), com p£ 0,05.

TABELA 3. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM MOTILIDADE
PROGRESSIVA APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS (DILUENTE

A) E LEITE DESNATADO (DILUENTE B).

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Diluente A 81,0+4,6"° 740+57* 655+7,2* 535+91* 455 +64*
Diluente B 80,5+3,7"° 705+50* 59,5+50%* 415+12,0*% 32,0+ 3,5*
Sem diluente 81,5+4,1"  350+4,7* 20,0+4,1* 50+24*  0,0%0,0

*=p £ 0,05 (significativo); "> (n&o significativo).
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FIGURA 1. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM MOTILIDADE
PROGRESSIVA APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS (DILUENTE
A) E LEITE DESNATADO (DILUENTE B).

°0 \\
60 -
\\ —o— Diluente A
\ Diluente B
40
\\ —a— Sem diluente
0 T

Zero hora 24 horas 48horas 72 horas 96 horas

(5

Motilidade Progressiva (%)

Comparacédo 2: Comparacao entre os diluentes TRIS-gema ( diluente A) e

TRIS-gema+ secrecao prostatica ( diluente C).

Observamos nas Tabela 4 e Figura 2 que, apés a diluicdo, a motilidade
progressiva apresentada pelas células espermaticas no diluente C durante
conservacao de 24 e 48 horas foi inferior ao diluente A, sendo a diferenga néo
significativa. A partir das 72 e 96 horas de armazenamento, a motilidade

progressiva no diluente A foi superior (p£ 0,05 - p£ 0,01).
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TABELA 4. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM MOTILIDADE
PROGRESSIVA APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS (DILUENTE
A) E TRIS+SECRECAO PROSTATICA (DILUENTE C).

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Diluente A 81,046 740x57" 655+72" 535+91* 455+ 6,4**

Diluente C 81,5+53™  66,0£10,8" 61,5+ 13,8™ 39,0 + 12,0 22,0+16,2**

Semdiluente 81,5+4,1" 350+4,7™ 20,0+4,1™ 50+24* 0,0+0,0*

= p £ 0,05 (significativo); ™ (nao significativo); **= p £0,01 (altamente significativo)

FIGURA 2. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM MOTILIDADE
PROGRESSIVA APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS (DILUENTE
A) E TRIS + SECRECAO PROSTATICA (DILUENTE C)
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Comparacao 3: Comparacao entre os diluentes leite desnatado (diluente B)

e leite desnatado + secrec¢do prostatica (diluente D).

Inicialmente ambos os diluentes mantiveram a mesma motilidade. Apos 24,
48 e 96 horas de armazenamento, a motilidade progressiva apresentada pelos
espermatozoides das amostras do diluente B foi significativamente maior que com
utilizacdo do diluente D. Esta reducdo de motilidade foi altamente significativa

apos 96 horas, como demonstram a Tabela 5 e Figura 3.

TABELA 5. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM MOTILIDADE
PROGRESSIVA APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM LEITE
DESNATADO (DILUENTE B) E LEITE DESNATADO+SECRECAO PROSTATICA
(DILUENTE D).

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Diluente B 80,5+3,7" 70,5+50* 595+50*% 415+12,0* 32,0 3,5

Diluente D 795+3,7" 575+16,2* 450+ 13,1* 28,0+7,5* 5,5+ 1,6%

Semdiluente 81,5+4,1" 350+4,7* 20,0+4,1* 5,0+ 24* 0,0 + 0,0**

=p £ 0,05 (significativo); NS (n&o significativo); **= p £0,01 (altamente significativo).
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FIGURA 3. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM MOTILIDADE
PROGRESSIVA APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM LEITE
DESNATADO (DILUENTE B) E LEITE DESNATADO+SECRECAO PROSTATICA
(DILUENTE D).
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Comparacdo 4: Comparacdo entre os diluentes TRIS-gema + secrecéo

prostatica (diluente C) e leite desnatado+ secrec¢do prostatica (diluente D).

Na comparacdo da motilidade progressiva entre esses dois diluentes
podemos observar, de acordo com a Figura 4 e a Tabela 6, que o diluente C no
decorrer das 96 horas de conservacao foi sempre superior, entretanto a diferenca
foi significativa somente em 48 horas (p£0,05) e altamente significativa apés 96
horas (p£ 0,01).
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TABELA 6. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM MOTILIDADE
PROGRESSIVA APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS+SECRECAO
PROSTATICA (DILUENTE C) E LEITE DESNATADO+SECRECAO PROSTATICA
(DILUENTE D).

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Diluente C 815+53M  66,0+10,8" 61,5+ 13,8* 39,0 +16,5"° 22,0+16,2**

Diluente D 795+3,7" 575+16,2" 450+13,1* 28,0+7,5"° 5,5+ 1,6*

Semdiluente 81,5+4,1% 350+4,7"% 20,0+4,1* 50+24" 0,0+0,0*

*= p £ 0,05 (significativo); *° (nao significativo); **= p £0,01 (altamente significativo)

FIGURA 4. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM MOTILIDADE
PROGRESSIVA APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS+SECRECAO
PROSTATICA (DILUENTE C) E LEITE DESNATADO+SECRECAO PROSTATICA
(DILUENTE D).
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4.1.2 Influéncia dos diluentes e do tempo de armazenamento sobre a

integridade do acrossoma dos espermatozoéides.

No percentual de espermatozoides com acrossomas intactos houve
também uma continua redugcdo durante as 96 horas de armazenamento, com
utilizacdo dos diluentes TRIS-gema (diluente A) e leite desnatado (diluente B),
sendo que em 96 horas ainda havia 65% células espermaticas com acrossomas
intactos.

Entretanto, as alteracdes acrossomais acentuaram-se quando o sémen foi
diluido em TRIS-gema + secrec¢do prostética (diluente C) e leite desnatado +

secrec¢do prostatica (diluente D).

Comparacdo 5: Comparacao entre os diluentes TRIS-gema (diluente A) e

leite desnatado (diluente B).

A integridade dos acrossomas das células esperméticas conservadas em
ambos os diluentes ap6és 96 horas de armazenamento foi semelhante ( 65,5 e
65,4 %, respectivamente). Conforme se observa na Figura 5 e Tabela 7, ndo

houve diferenca significativa entre os dois diluentes.

TABELA 7. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM ACROSSOMAS
INTACTOS APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS (DILUENTE A) E
LEITE DESNATADO (DILUENTE B).

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Diluente A 96,1+ 0,4"°  87,2+0,8" 84,2+0,6" 74,3+0,4" 66.5+0,7*

Diluente B 95,6+0,7%  87,5+0,5" 84,2+0,8" 74,1+0,7™ 654+ 0,4*

Sem diluente 955+0,5"  77,8+0,6" 581+0,7" 50,9+0,7" 305+1,1*

*= p £ 0,05 (significativo); ° (nao significativo);
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FIGURA 5. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM ACROSSOMAS
INTACTOS APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS (DILUENTE A) E
LEITE DESNATADO (DILUENTE B)
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Comparacdo 6: Comparacdo entre diluentes TRIS-gema (diluente A) e

TRIS-gema+ secrecao prostética (diluente C).

Na Tabela 8 e Figura 6 é possivel observar que houve maior reducédo de
alteracdes acrossomais nos espermatozéides diluidos em TRIS-gema + secrecao
prostética (diluente C), sendo essa diferenca altamente significativa nas 24, 72 e
96 horas de armazenamento (p£ 0,01).

Em 72 horas de armazenamento observou-se menor porcentagem de
alteracbes acrossomais com utilizacdo do diluente C (leite desnatado + secrecéo

prostatica).
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TABELA 8. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM ACROSSOMAS
INTACTOS APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS (DILUENTE A) E
TRIS+SECRECAO PROSTATICA (DILUENTE C)

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Diluente A

96,1+ 0,4  87,2+0,8** 84,2+ 0,6 74,3+0,4  66,5+0,7*

Diluente C

95,7+ 0,4"° 84,6+0,7** 83,1+1,2** 70,0+0,8* 65,4+ 0,4**

Sem diluente 955+0,5"  77,8+0,6* 58,1+0,7* 50,9+0,7 30,5+ 1,1*

NS' (n&o significativo);; ** = p £0,01 (altamente significativo)

FIGURA 6. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM ACROSSOMAS
INTACTOS APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS (DILUENTE A) E
TRIS+SECRECAO PROSTATICA (DILUENTE C)
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Comparacao 7: Comparacao entre os diluentes leite desnatado (diluente B)

e leite desnatado + secrec¢édo prostatica ( diluente D).

Na Tabela 9 e Figura 7 é possivel observar que houve também maior

incidéncia de alteracdes acrossomais nos espermatozoides das amostras do

diluente D (leite desnatado+ secrecdo prostatica) quando comparadas com

amostras do diluente B (leite desnatado). A diferenca foi altamente significatica

(p£ 0,01) em 24, 48 e 72 horas sendo, entretanto, significativa em 96 horas (p£

0,05).

TABELA 9. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM ACROSSOMAS
INTACTOS APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM LEITE DESNATADO
(DILUENTE B) E LEITE DESNATADO+SECRECAO PROSTATICA (DILUENTE D)

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Diluente B 95,6+ 0,7* 87,5+0,5* 84,2+ 0,8* 74,1+ 0,7**  65,4+0,4*
Diluente D 96,2+ 0,3* 80,7+0,8* 78,4+ 0,4* 71,3+ 1,2* 64,7+ 0,7*
Sem diluente 95,5 0,5 77,8£0,6 58,1+0,7 50,9+0,7  305z%1,1*

*=p £ 0,05 (significativo); ** =p£ 0,01 (altamente significativo)
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FIGURA 7. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM ACROSSOMAS
INTACTOS APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM LEITE DESNATADO
(DILUENTE B) E LEITE DESNATADO+SECRECAO PROSTATICA (DILUENTE
D).
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Comparacdo 8: Comparacdo entre os diluentes TRIS-gema + secrecéo

prostatica (diluente C) e leite desnatado + secrec¢do prostatica (diluente D).

Na avaliagdo comparativa entre os diluentes C e D pode-se observar, de
acordo com a Figura 8 e Tabela 10, que o indice de acrossomas intactos nos
espermatozéides diluidos em leite desnatado + secrec¢do prostética (diluente D) é
menor, apresentando alta significancia nas 24, 48, 72 e 96 horas de

armazenamento ( p£ 0,01).

27



TABELA 10. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM ACROSSOMAS
INTACTOS APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS+SECRECAO
PROSTATICA (DILUENTE C) E LEITE DESNATADO+SECRECAO PROSTATICA
(DILUENTE D).

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Diluente C 95,7+ 0,4* 84,6+0,7** 83,1+ 1,2** 71,3+1,2** 64,7+0,7**

Diluente D 96,2+ 0,3* 80,7+0,8** 78,4+0,4* 70,0+0,8* 63,1+ 0,6**

Sem diluente 95,5+0,5 77,8+ 0,6 58,1+0,7 50,9+0,7** 30,5 +1,1*

*=p £ 0,05 (significativo); ** =p£ 0,01 (altamente significativo)

FIGURA 8. PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES COM ACROSSOMAS
INTACTOS APOS DILUICAO DO SEMEN CANINO COM TRIS+SECRECAO
PROSTATICA (DILUENTE C) E LEITE DESNATADO+SECRECAO PROSTATICA
(DILUENTE D).
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4.1.3 Evolucao da motilidade progressiva no tempo.

Na Tabela 11 e Figura 9 constam os resultados de motilidade progressiva
no decorrer das 96 horas de conservacédo do sémen com os diluentes A, B, C e D,
bem como a motilidade progressiva apresentada pelas amostras de sémen néao
diluido.

TABELA 11. PERCENTUAL DE MOTILIDADE PROGRESSIVA DE
ESPERMATOZOIDES DE SEMEN CANINO NAO DILUIDO E COM UTILIZACAO
DOS DILUENTES A, B, C E D NO TEMPO.

Percentual de motilidade média a cada 24 horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Diluente A 81,0£4,6 74057 655+7,2 535+9,1 455+6,4
Diluente B 80,5+ 3,7 70550 595+50 415+£120 32,0£35
Diluente C 81,5+5.3 66,0+10,8 61,5+13,8 39,0+16,5 22,0+16,2
Diluente D 79,5+ 3,7 575+16,2 450+13,1 28,0+£7,5 55+1,6
Sem diluente 77,5+4,1 425+47 275+41 75+24 3,0+£0,0
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FIGURA 9. PERCENTUAL DE MOTILIDADE PROGRESSIVA DE
ESPERMATOZOIDES DE SEMEN CANINO NAO DILUIDO E COM UTILIZACAO
DOS DILUENTES A, B, C E D NO TEMPO.
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TABELA 12. TEMPO DECORRIDO ATE QUE A MOTILIDADE PROGRESSIVA
DOS ESPERMATOZOIDES DE SEMEN CANINO ATINJA 50%.

DILUENTES A B C D Sem diluente

HORAS 82,5 60,7 60,3 38,4 18,9
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FIGURA 10. TEMPO DECORRIDO ATE QUE A MOTILIDADE PROGRESSIVA
DOS ESPERMATOZOIDES DE SEMEN CANINO ATINJA 50%
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Considerando motilidade progressiva de, no minimo, 50% para que o
sémen diluido seja considerado viavel (fecundante) para utlizacdo na
inseminacao artificial (GUNZEL, 1984), a Tabela e Figura 12 mostram os periodos
de tempo (em horas) em que as amostras de sémen dos diferentes diluentes

atingem, gradativamente, essa motilidade.
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TABELA 13. PERCENTUAL MEDIO DE ACROSSOMAS INTACTOS NO SEMEN
CANINO DILUIDO COM DIFERENTES DILUENTES NO PERIODO DE 96
HORAS DE ARMAZENAMENTO A 5° C.

Horas

Zero hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Diluente A 96,1+ 0,4 87,2+0,8 84,2+0,6 74,3+ 0,4 65,5+0,7
Diluente B 95,6+ 0,7 87,5+0,5 84,2+ 0,8 74,1+ 0,7 65,4+ 0,4
Diluente C 95,7 £0,4 84,6+ 0,7 83,1+1,2 78,0 £0,8 74,2+ 0,6
Diluente D 96,2+ 0,3 80,7+0,8 78,4+0,4 71,3+1,2 64,7+0,7
Sem diluente 95,5+0,5 77,806 58,1+0,7 50,9+0,7 305+1,.1
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FIGURA 11. PERCENTUAL MEDIO DE ACROSSOMAS INTACTOS NO SEMEN
CANINO DILUIDO COM DIFERENTES DILUENTES NO PERIODO DE 96
HORAS DE ARMAZENAMENTO A 5° C.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, no decorrer de 96 horas foi avaliada a conservacéo
do sémen de dois cées, utilizando-se quatro diluentes. Como critérios de
avaliacdo foram considerados a motilidade progressiva e a integridade dos
acrossomas.

O objetivo do experimento foi verificar o comportamento do sémen canino
diluido e conservado a 5°C no transcorrer de quatro dias e, com isso, servir de

referéncia para assegurar a fertilidade por um periodo desejavel de conservacgéo
de 72 horas (3 dias).
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Sendo a motilidade das células espermaticas considerada parametro
insuficiente para assegurar a fertilidade, o exame da morfologia do acrossoma foi
considerado fundamental na avaliacdo qualitativa do sémen diluido (GILL et ali.,
1970; SAACKE e WHITE, 1972; HELLEMANN, 1976; WEITZE, 1977,
BAUMGARTL, 1980; OETTLE, 1986; SCHAAP, 1987; OTJEN, 1988; WABERSKI,
1988; BOUCHARD et ali., 1990).

5.1 Influéncia dos diluentes e do tempo de conservacdo sobre a motilidade

progressiva dos espermatozoides.

Os resultados desse trabalho ratificam a importancia da diluicdo e
conservacdo do sémen a 5°C por periodo prolongado, ja que o sémen néo diluido
reduz significativamente sua capacidade fecundante em 24 horas (Figuras e
Tabelas 3 a 11). Esses dados corroboram os resultados encontrados por
GUNZEL-APEL e EKROD (1991) e MULLER (1992).

Na conservacdo do sémen diluido com TRIS-gema e leite desnatado apo6s
96 horas de armazenamento e resfriamento a 5° C, a motilidade progressiva foi
de 66,5% e 65,4% respectivamente, o que corresponde a uma diferenca com a
motilidade inicial.

BOUCHARD et al. (1990) em pesquisa semelhante com sémen diluido em
TRIS comercial, obtiveram motilidade inicial apdés periodo de conservacdo de 96
horas reduzida para 5%. Entretanto, essa variacdo significativa é atribuida a
concentracdo de apenas 3,5% de gema de ovo. Na avaliacdo comparativa entre o
diluente TRIS-gema e o leite desnatado, este apresentou motilidade progressiva
inferior e altamente significativa apdés 96 horas de conservacao, o que nao foi
observado por MULLER (1992).

Na diluicdo do sémen com TRIS-gema e leite desnatado com secregéo de
prostata (grafico e tabela 1), ap6s 24 horas de conservacao houve reducao

significativa na motilidade progressiva que, segundo GUNZEL-APEL e EKROD
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(1991) é atribuida a maior liberacdo de energia obtida pela desfosforilacdo do
ATP.

Com a adicdo de secrec¢do de préstata aos meios diluidores TRIS-gema e
leite desnatado apds 72 horas de conservacdo a 5°C (Tabela 6 e Figura 4)
chegou-se a valores inferiores aos 50% de motilidade progressiva, considerados
necessarios para assegurar a fertilidade do sémen do cdo para inseminacao
artificial (GUNZEL-APEL,1994).

5.2 Influéncia dos diluentes e do tempo de conservacado sobre a integridade

do acrossoma.

Apés as 96 horas de conservacdo do sémen a 5°C, independentemente do
diluente utilizado, podemos observar nas Tabelas 7, 8, 9, 10 e Figuras 5,6, 7 e 8
uma média de 62% dos espermatozéides com 0s acrossomas intactos. Estes
resultados corroboram com trabalhos de SAACKE e WHITE (1970), que
demonstraram nado existir correlacdo direta entre motilidade progressiva e
alteragbes acrossomais.

Isso acentua a necessidade da apreciagdo dos dois parametros na
avaliacdo do sémen para uso na inseminacao artificial. Assim sendo, apés 72
horas de conservagdo do sémen, todos os diluentes apresentaram células
espermaticas com mais de 70% de acrossomas intactos.

Em relagdo aos requisitos de qualidade desejados para conservagado do
sémen a 5°C, os resultados dos diluentes TRIS-gema e leite desnatado séo
considerados suficientes no transcorrer de 72 horas. Entretanto, estes dois
diluentes adicionados de secrecdo prostatica ndo conservaram de forma
desejavel a motilidade progressiva e a integridade dos acrossomas na

conservacgao do sémen canino a 5°C no decorrer deste experimento.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

Apés as vérias diluicbes e conservacgéo a 5°C obteve-se sémen canino com
caracteristicas consideradas adequadas, ou seja, motilidade progressiva e

integridade de acrossomas, apds 0s seguintes tratamentos:

. Diluicdo com TRIS-gema até 82,5 horas de conservacgao.
. Diluicdo com leite desnatado até 60,7 horas.

. Diluicdo com TRIS-gema + secrec¢do prostatica até 48 horas de conservacao.

A W N B

. Diluicdo com leite desnatado + secregdo prostéatica até 24 horas de
conservagao.
5. A adicéo de secrecao prostatica aos meios diluidores ndo proporcionou

resultados satisfatorios.
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8. ANEXOS

A. Composicao basica da racao para cées:

Farinha de carne, hidrolizado de carne de aves, cereais, gordura animal

estabilizada, premix vitaminico-mineral.

Niveis de garantia: umidade maxima 10%; proteina bruta minima 22%; extrato

etéreo minimo 8%; matéria fibrosa maxima 4%:; calcio maximo 1,8%.

Enriquecimento por kg do produto: vitaminas A 10.000 U.I.;D® 1.000 U.l.; E 65
mg; B* 3,9 mg; K3 0,17 mg; B* 40 mcg; proteina digerivel 8 mg; acido folico

0,46 mg; acido pantoténico 13 mg; colina 483 mg.

B. Composicao dos diluentes Ae B

Diluente A (solucéo TRIS)

Trishidroximetil-aminometano 3,029
Frutose 1,25¢g
Acido citrico 1,78 ¢
Agua bidestilada (q.s.p) 100 ml

Diluente B (solucéo leite desnatado)

Leite desnatado em po6 249
Glicose 499
Agua bidestilada (q.s.p) 100 ml

Leite desnatado em p6: Composicao em 100 g de pé: Gordura maxima 1,0 gr; proteinas
35,3g,lactose 51,9 g; sais minerais 7,8 g; vitamina A 3091 U.1.; vitamina D* 231 U.I.
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C. Composicao da Solucéo de formol-salina

Citrato de sodio 29g¢
Solucéo de formol 35% 4 ml.
Agua bidestilada (q.s.p) 100 ml
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