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RESUMO

Rocha, Amanda de Ascencdo, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense; dezembro de 2011; FERTILIDADE IN VITRO E IN VIVO DO SEMEN
CANINO REFRIGERADO. Orientadora profa. Isabel Candia Nunes da Cunha.

A inseminacéo artificial em cdes além de fazer parte da rotina da clinica médica
de pequenos animais, atualmente € o teste mais confidvel ao se comparar os
métodos de manipulacdo e preservacdo de sémen. Os testes de fertilidade in vivo
séo dificeis de serem realizados em canideos domésticos, devido a necessidade
de gestacles positivas para provar uma caracteristica seminal, a longa duracéo
do ciclo estral das cadelas e a baixa eficiéncia dos protocolos de inducédo e
sincronizacdo de estro nesta espécie. Por este motivo, cada vez objetiva-se em
estudar os testes in vitro para avaliagcdo da qualidade da amostra seminal, seja
ela fresca, refrigerada ou congelada. As avaliacbes espermaticas incluem
principalmente avaliacdo da motilidade e vigor espermatico, integridade de
membrana, integridade acrossomal, morfologia, qualidade do DNA celular e
capacidade ligante e de fecundacdo oocitaria. A cinofilia atual tem objetivos
comerciais que envolvem grandes investimentos econdmicos, por parte de
criadores de racas especificas. Comumente o médico veterinario € procurado com
0 intuito de permitir que amostras seminais sejam deslocadas para diferentes
cidades e paises buscando a inseminacao artificial de fémeas em grandes
distancias geograficas. A idéia da refrigeracdo € a manutencdo da célula
espermética viavel por 24 a 96 horas, permitindo a utilizacdo desse sémen para
processos de inseminacdo, sem necessariamente a presenca do macho
reprodutor. Este estudo objetivou em avaliar a qualidade seminal ao longo de trés
diferentes periodos de refrigeracao, verificando o indice gestacional bem como a
influéncia desses periodos de refrigeracdo nos padrdes in vitro (motilidade, vigor,
funcionalidade de membrana e interacdo entre espermatozoides e 0G0cito).

Dividido em 3 blocos experimentais de avaliagao, 48 cadelas foram inseminadas
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com sémen coletados de cédes das mesmas ragas. As amostras seminais
utilizadas para inseminagdo foram dividias em 4 diferentes processamentos,
sendo eles sémen fresco (GC), ou refrigerado por 24 horas(G24), 48 horas (G48)
e 72 horas (G72). No momento da inseminacao artificial, as amostras foram
avaliadas em cada um dos testes in vitro citados anteriormente. Buscando avaliar
os efeitos do processo de refrigeracdo seminal nos parametros in vitro verificou-se
que ao longo do processo de refrigeracdo a qualidade seminal decresce
gradativamente, apresentando resultados das avaliagGes in vitro, inferiores nas
amostras refrigeradas em relagcdo ao grupo controle (sem refrigeracdo). Entre si,
em cada grupo refrigerado por diferentes periodos, quanto maior o tempo de
exposicdo da amostra a baixas temperaturas, pior os indices de avaliacdo das
amostras. Em relacdo ao indice gestacional, verifica-se resultado semelhante,
com o processo de refrigeracdo o numero de cadelas gestantes é menor, partindo
de valores de 100% de gestacao positiva com sémen fresco e em 24 horas de
refrigeracdo, até 83% de positividade em amostras refrigeradas por 48 horas, até
o indice nulo de gestacdes com as amostras refrigeradas por 72 horas. Buscando
comparar testes in vitro com resultados in vivo (gestacdes positivas) verifica-se
alta correlacdo entre cada um dos parametros avaliados laboratorialmente com o
namero de gestacBes da mesma amostra utilizada para inseminacao artificial,
Novamente observa-se que com o processo de refrigeracdo as avaliagdes in vitro
decrescem de qualidade e consequentemente o nimero de fémeas gestantes
também apresenta-se menor. Os dados deste estudo permitem concluir que os
processo de refrigeracdo reduz significantemente a qualidade seminal analisada
laboratorialmente, bem como o indice de gestagdo das fémeas inseminadas.
Além disso, na espécie canina as avaliagbes de motilidade e vigor espermético,
teste de funcionalidade de membrana e teste de ligacdo oocitaria sdo avaliagdes
fieis e com grande capacidade de predizer a qualidade fecundante de uma

amostra seminal.

Palavras — chave: sémen, refrigeracdo, inseminacao artificial
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ABSTRACT

Rocha, Amanda de Ascencdo, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense; dezembro de 2011;IN VITRO AND IN VIVO FERTILITY OF CHILLED
CANINE SEMEN. Orientadora profa. Isabel Candia Nunes da Cunha

Artificial insemination in dogs (canis familiars) is part of the medical clinic routine
for small animals and is the most reliable test used to compare different methods
of semen manipulation and also different technique for semen preservation.
Fertility tests in vivo are very difficult to be done in domestic canidae due to the
need of positive pregnancy to prove seminal characteristics, long duration of the
bitch estrous cycle and also the low efficient of induction and synchronization of
estrous protocols on this species. For this reason, most of the studies focus on the
use of in vitro tests for evaluation of sperm quality whether fresh, chilled, or frozen.
Semen evaluation includes mainly sperm motility and viability, membranes
integrity, acrossomal integrity, morphology, sperm DNA quality, binding capacity
test and oocyte fertilization capacity. Breeders have proposed large invest money
to reproduce specific breeds. Veterinary service is needed to make possible the
transportation of semen samples between different cities and countries, as well as
the assessment of a bitch from large geographic distances. The technique of
chilling the semen maintains the semen sample viability for 24 to 96 hours, making
possible use of the sample even if the male is not present at a different location.
The aim of this study was to evaluate sperm quality in three different chill periods,
verifying the pregnency rate and the main in vitro semen quality . Forty-eight
bitches were inseminated with semen collected from the dogs with the same
breeds. The semen samples used for insemination were process from four

different methods, they are fresh semen (GC), or refrigerated for 24 hours (G24),
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48 hours (G48) and 72 (G72). At the time of artificial insemination, the samples
were evaluated in each of the in vitro tests mentioned above. Evaluate to the
effects of process cooling seminal parameters in vitro showed that during the
process of cooling the semen quality decreases gradually, presenting results of
the evaluations in vitro, lower in the samples chilled in the control group (without
refrigeration). Between them, in each group refrigerated for different periods, the
longer exposure of the sample at low temperatures, the worse the evaluation
indices of the samples. In relation to the index pregnancy, there is a similar result,
with the process of cooling the number of pregnant bitches is less, from values of
100% positive pregnancy with fresh semen and 24 hours of cooling, up to 83%
positivity in samples refrigerated for 48 hours until the rate of pregnancies with
zero samples refrigerated for 72 hours. Comparing in vitro with in vivo results
(positive pregnancies) there is high correlation between each of the laboratory
parameters evaluated with the number of pregnancies in the same sample used
for artificial insemination, again it is observed that the cooling process in
evaluations vitro quality and consequently decrease the number of pregnant
females also presents less. Data from this study allow us to conclude that the
cooling process significantly reduces sperm quality laboratory analysis, and the
pregnancy rate of inseminated females. Moreover, in dogs and motility
assessments of spermatic vigor, functional testing and membrane oocyte binding
assay evaluations are faithful and with great ability to predict the quality of

fertilizing a semen sample.

Key Words: Semen, chilling, artificial insemination
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1. INTRODUCAO

A conservacdo do sémen canino bem como a inseminagao artificial vem
sendo uma prética crescente na clinica reprodutiva de pequenos animais nos
altimos anos. Ao selecionar animais com maior valor zootécnico, médicos
veterinarios especialistas em reproducédo assistida objetivam, além da otimizacéo
da capacidade reprodutiva de um casal, manter por mais tempo a qualidade
seminal, visando a conservacdo das amostras por periodos mais longos e assim
possibilitando maior tempo de deslocamento até que estas sejam utilizadas na
inseminacao.

A cada dia mais criadores se consolidam, e estes, sempre buscam otimizar
0 potencial genético do seu plantel por meio do acasalamento entre machos e
fémeas de planteis diferentes. Buscando reduzir 0s gastos, 0s riscos e estresse
de deslocamento de animais entre estados e até mesmo entre paises, o mais
viavel e atualmente realizado € o envio de amostras de sémen refrigerada ou
congelada para inseminacéo artificial.

Com essa finalidade deve-se ter certeza de que a fémea a ser inseminada
tenha sido corretamente monitorada quanto ao momento de ovulacao, e de que o
material enviado (sémen) tenha a capacidade chegar ao local de destino com
qualidade suficiente, permitindo que o0s espermatozéides mantenham sua

capacidade fecundante. Para obtencdo de sucesso neste aspecto, varios fatores
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podem interferir, como: a qualidade do sémen no momento da coleta, o cuidado
no momento do processamento (resfriamento) da amostra, a escolha de um
diluidor e protetor celular ideal, a temperatura equilibrada de refrigeracdo e
principalmente o tempo desde o processamento até a utilizacdo para inseminacao
artificial.

Ao chegar ao local de destino, as amostras devem ser avaliadas antes do
processo de inseminacdo. Os testes de avaliacdo seminal buscam predizer a
capacidade fecundante de uma amostra, e conseqlente a possibilidade de
produzir a gestacdo positiva em uma fémea. Os testes rotineiramente utilizados
sao realizados in vitro, e permitem a estimar a capacidade fecundante de uma
amostra antes que esta seja utilizada no processo de inseminacao. Porém sabe-
se que a melhor forma de avaliar uma amostra seria com o indice gestacional
apos a inseminacao artificial.

Com objetivo de determinar o efeito do processo de refrigeracdo por
diferentes periodos de tempo na qualidade seminal em cées, amostras seminais
refrigeradas por 24, 48 e 72 horas foram avaliadas por meio dos testes in vitro:
motilidade, vigor, funcionalidade de membrana e teste de ligacdo oocitaria. Os
resultados dos testes laboratoriais foram ainda correlacionados o indice de
gestacdo positiva de fémeas inseminadas com as mesmas amostras seminais

testadas in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Uma vez que muitos dos parametros avaliados in vitro nao s&o
correlacionados com a real capacidade fertilizante do espermatozéide, a
inseminacao artificial ainda € o teste mais confiavel ao se comparar os métodos
de manipulacdo e preservacdo de sémen (AMMAN & HAMMERSTEDT, 1993).
Porém em cées, os testes de fertilidade in vivo séo dificeis de serem realizados
devido a algumas particularidades logisticas como: o numero de cadelas
necessario para provar a caracteristica seminal e a longa duracéo do ciclo estral
dessas fémeas. Diferentemente de outras espécies, em caes deparamos ainda
com a baixa eficiéncia dos protocolos de inducéo e sincronizacdo de estro. Além
disso, deve-se ter em mente que os resultados de fertilidade in vivo séo
dependentes ndo apenas da qualidade seminal, mas também de fatores inerentes

a fertilidade da fémea, o que dificulta ainda mais a avaliagdo (EILTS, 2005).

2.1. Avaliacao seminal e determinagéo da fertilidade in vitro

A determinagéo da fertilidade do macho realizada com amostras seminais e
baseada nos testes in vitro tem sido extensivamente estudadas em varias

espécies, incluindo bovinos (KASTELIC & THUNDATHIL, 2008), suinos (GADEA,
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2005), pequenos ruminantes (O’MEARA et al, 2008 e SANCHEZ-PARTIDA et al,
1999), humanos (AITKEN, 2006 e LEWIS, 2007) e cdes (KUSTRITZ, 2007 e
STROM et al, 2000).

As avaliacbes espermaticas buscando predizer a qualidade seminal
incluem motilidade e vigor espermatico, integridade de membrana, integridade
acrossomal, morfologia, qualidade do DNA celular e capacidade ligante e de
fecundacdo oocitaria. A relacdo existente entre os recursos utilizados para
classificar a qualidade seminal, assim como predizer a capacidade fecundante de
uma amostra sao variaveis e por vezes diferentes (AITKEN, 2006).

Inicialmente a microscopia para avaliacdo de motilidade e vigor
espermaticos eram o0s testes mais comuns a serem utilizados, porém a
subjetividade das avaliacBes geravam duvidas nos resultados encontrados. Estas
dificuldades obrigaram pesquisadores a aprimorarem as formas de avaliacdo
seminal, utilizando outros testes in vitro e in vivo. Varias técnicas de avaliacdo
seminal in vitro tém sido descritas, permitindo dados mais precisos sobre a
capacidade fecundante de uma amostra de sémen canino. Esses novos métodos
permitem a avaliacao de diversas caracteristicas funcionais dos espermatozéides,
relacionadas com a capacidade de ligar, penetrar e fertilizar o o6cito (HEWITT &
ENGLAND, 2001).

Para fertilizagcdo oocitaria, o espermatozoide deve ter a capacidade de
desempenhar de forma eficiente varias funcdes. Novas tecnologias de avaliacao
seminal visam prever a capacidade fecundante final da celula espermatica com
técnicas que podem ser divididas em quatro diferentes categorias: 1) uso de
corantes fluorescentes, que visam indentificar a funcionalidade acrossomal e a

viabilidade espermatica; 2) analise espermatica assistida por computador (CASA);
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3) avaliacOes de integridade de membrana espermatica; 4) ensaios de ligacdo e
penetracdo oocitaria in vitro.

Os testes utilizando sondas fluorescentes e a analise computadorizada
exigem equipamentos mais caros e que podem fugir da realizade de muitos
pesquisadores que trabalham na pratica com reproducdo de cdes. O teste
hiposmotico, que € um método utilizado para avaliacdo da funcionalidade da
membrana espermatica, € um método simples, de baixo custo e sem necessidade
da utilizacdo de equipamentos dispendiosos, desta forma pode ser incorporado a
rotina de um numero maior de prifissionais. Além disso, sugere-se ainda que 0s
testes de ligacdo ou penetracdo oocitarias sejam 0s que mais se aproximam da

realidade sobre a qualidade da amostra analisada. (RIJSSELAERE et al, 2005)

2.1.1. Motilidade e vigor esperméticos

A avaliacdo da motilidade espermatica é definida como o percentual de
espermatozoides méveis de um ejaculado e o vigor representa a intensidade com
a qual as células espermaticas se locomovem. O conjunto destas duas avaliacdes
€ um importante parametro da qualidade e viabilidade do sémen canino. O
movimento retilineo progressivo é considerado normal em cées e sugere
habilidade e viabilidade para fertilizar o o6cito (FELDMAN & NELSON, 1996 e
CBRA, 1996).

Mesmo com toda variabilidade a qual esta sujeita, na maioria das
pesquisas realizadas na area de tecnologia de sémen canino, a avaliacédo
subjetiva da motilidade e do vigor espermaticos continuam sendo 0s principais

parametros verificados apos a coleta de uma amostra seminal ou ap0s 0 processo
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de refrigeracdo, congelamento e descongelamento (IGUER-OUADA &
VERSTEGEN, 2001).

Estudos sugerem que em céaes, a motilidade progressiva associada ao
vigor espermatico estejam diretamente relacionados com a morfologia normal dos
espermatozoides e que padrbes ideais de morfologia espermatica estariam
diretamente associados a indices melhores de fertilizagdo (AGARWAL et al,
2006). A motilidade espermatica esta relacionada com capacidade fertilizante, por
demonstrar a competéncia estrutural e funcional do espermatozéide (PENA-
MARTINEZ, 2004). Em suinos verifica-se alta correlacdo entre a qualidade da
motilidade espermatica e a taxa de parto e numero total nascimento (GADEA et
al, 2004).

Embora na espécie canina ja tenham sido realizados estudos que mostrem
gue a motilidade estda geralmente relacionada a integridade de membrana
plasmatica (KUMI-DIAKA, 1993) e a morfologia, a existéncia de correlacdes entre
motilidade espermatica e fertilidade in vitro ou in vivo permanece por ser melhor

esclarecida.

2.1.2. Teste Hiposmatico (HOST)

O teste hiposmatico foi proposto pela primeira vez por Drevius (1963) que
verificou que as caudas dos espermatozoéides bovinos mostravam-se curtas e
enroladas sempre que a ceélula era exposta a solugbes com osmolaridade
reduzida. Tal fato voltou a ser relatado anos seguintes com espermatozoides
humanos e de roedores (DREVIUS & ERIKSSON, 1966).

A protecdo da membrana plasmatica de espermatozdides é um pre-

requisito para o metabolismo e a funcéo celular, dessa maneira o0 objetivo deste
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teste € avaliar a integridade e funcionalidade da membrana espermatica,
seguindo o principio de que espermatozoéides que possuam membranas intactas,
uma vez submetidos a solu¢des hiposmaticas, tornam-se edemaciados com a
movimentacao do fluido para dentro da célula, o que acarreta o enrolamento da
cauda (SPITTALER & TYLER, 1985).

Nas ultimas décadas, estudos iniciaram seus relatos associando o0s
resultados obtidos com os testes de baixa osmolaridade com os resultados de
fertilizacdo daguelas amostras seminais (VAN DER VEM et al, 1986). Em bovinos
ja foi demonstrado que a resposta osmoética do sémen fresco estaria
correlacionada com a fertilidade (REVEL & MRODE, 1994 e PEREZ-LLANO et al,
2001). No entanto, na espécie suina, ja foi verificado que a informacdo sobre a
estrutura da membrana ndo esta intimamente associada com a fertilidade, talvez
pelo fato dela fornecer informacdes sobre a viabilidade dos espermatozdides, mas
nao sobre a sua funcionalidade, como processos de capacitacdo, reacao
acrossbmica, e capacidade de ligacdo em ooctios (GADEA et al, 2004).

Em cées somente na década de 90 concluiu-se que os testes hiposmaticos
indicavam fielmente a integridade de membrana espermatica, e a partir deste
momento incorporou-se a avaliagdo na rotina das analises de sémen canino
(KUMI-DIAKA, 1993 e KUMI-DIAKA & BADTRAM, 1994). Inicialmente
recomendava-se a incubacdo das células por periodos de 30 a 60 minutos em
meios hiposmoticos de solugbes de sacarose. Porém, a necessidade de otimizar
os testes laboratoriais fizeram com que estudos buscassem aperfeicoar esta
técnica em diversos laboratérios. Em estudo posterior, com o intuito de se reduzir
o tempo de incubacdo para a realizacdo deste teste, compararam-se 0s

resultados de uma amostra de sémen que esteve 60 minutos em contacto com o
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meio hiposmotico, com outra que esteve apenas 1 minuto. Concluiu-se que nao
havia diferenca significativa entre os métodos e ficou demonstrada a facilidade de
realizacdo deste teste por qualquer veterinario clinico (PINTO & KOZINK 2008).
Atualmente alguns autores demonstraram que as amostras tém resultados
igualmente satisfatérios quando incubadas com agua ultrapura ou destilada por

periodos de 5 minutos (HISHINUMA & SEKINE, 2003).

2.1.3. Teste de Ligacédo

A capacidade de ligacdo oocitaria representa um evento critico para o
espermatozoide no momento que antecede a fertilizacdo e possivelmente possa
estar relacionado com o potencial fertilizante do espermatozoide. Os ensaios que
avaliam a capacidade de ligagcdo de uma amostra de sémen tém como objetivo
predizer a capacidade fecundante dessa amostra, 0 que supostamente estaria
diretamente relacionado com o potencial de fertilizacdo de um macho. Na pratica,
estimar se uma amostra seminal estd ou ndo em condicdo fértil no momento do
exame. A idéia de que este teste estaria proximo dos resultados fecundantes do
espermatozoide in vivo baseia-se no fato de que através desta andlise laboratorial
seria possivel detectar lesbes nas células espermaticas em nivel molecular
impossiveis de serem detectadas por meio das técnicas convencionais de analise
de sémen (RIJSSELAERE et al, 2005).

Esta avaliagdo da capacidade de ligacdo a zona pellcida ja tem sido
realizada por dois tipos de técnicas: uma em que se usam 00citos intactos e outra
em que 0S o0citos sdo seccionados ao meio (teste de hemizona). A vantagem
desta ultima técnica € que permite comparar as capacidades de ligacdo dos

espermatozoides do mesmo macho submetido a tratamentos diferentes, ou ainda
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o uso de machos diferentes sem o risco de variacdo da célula odcitaria na
resposta ao teste (MENDONCA, 2010). Porém a necessidade de um equipamento
especifico para a seccdo do odcito fez com que autores buscassem a utilizacédo
de odcitos diferentes porém, coletados e selecionados de um mesmo pool
folicular, reduzindo na medida do possivel varia¢des individuais.

A contagem dos espermatozoides ligados a zona pelucida é feita com um
microscépio de contraste ou de fluorescéncia (RIJSSELAERE et al, 2005), e ja foi
demonstrado que, para a espécie canina, a capacidade de ligacdo a zona
pelicida é uma caracteristica especifica dos espermatozoides vivos (STROM
HOLST et al, 2000a e STROM HOLST et al, 2000b).

Varios experimentos com sémen humano e de garanhdes ja indicaram
correlacdo positiva entre o ensaio de ligacdo oocitaria com a fertilidade do macho
(FAZELI et al, 1995 e VIANA & BOLS, 2005). Em caes, alguns métodos para
triagem de amostras seminais vém sendo rotineiramente utilizados como
estimativas de motilidade, integridades de membrana, fungbes mitocondriais e
acrossomais, baseando-se no uso de corantes fluorescentes para avaliacdo da
funcionalidade da membrana. Porém testes de fertilizacdo ndo sao tdo comuns
devido a dificuldade de obtencdo dos odcitos e pelos baixos indices de sucesso
obtidos no desenvolvimento da técnica in vitro.

Ainda assim, o uso da técnica de ligacao espermatozoide-odcito talvez seja
um dos testes para analise seminal mais préximos da taxa de fertilidade realem
que a ceélula encontra in vivo. Varia¢des individuais e ainda o manejo de
refrigeracdo do sémen podem interferir diretamente nestes valores, trazendo por

vezes falsos resultados quando comparados com os indices gestacionais obtidos
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apos o uso das amostras para inseminacdo de fémeas, sendo este um estudo

gue ainda exige muito estudo para espécie canina.

2.1.4. Fatores que influenciam na avaliacdo do sémen

Na analise de uma amostra seminal, deve-se sempre considerar que a
qualidade do sémen esta diretamente relacionada com fatores externos como a
técnica utilizada na colheita, 0 momento em que esta foi realizada, o tempo
decorrido entre a colheita e a analise, a temperatura a que a amostra é mantida, o
equipamento e técnicas utilizadas no processamento, entre muitos outros fatores
(KUSTRITZ, 2007).

O macho selecionado deve ser investigado quanto possiveis alteracfes
reprodutivas e sistémicas, além de se considerar a idade e raca do animal, e a
época do ano em que a colheita é realizada. Estudos demonstram que caes muito
novos, muito velhos ou que nunca tenham reproduzido apresentam sémen de pior
qualidade (JOHNSTON et al, 2001 e KUSTRITZ, 2007). Os primeiros ejaculados
de um cédo que tenha alcancado recentemente a puberdade contém grande
quantidade de espermatozoéides com defeitos e mortos. Sempre que haja uma
amostra com grande nimero de células mortas ou imoveis, antes de se declarar a
inaptiddo de um cé&o para reprodutor, deve-se realizar uma segunda colheita e
respectiva avaliacdo, tendo especial cuidado para minimizar defeitos resultantes
da manipulacdo do sémen (FELDMAN & NELSON, 2004).

As diferencas do ejaculado relacionadas com a ragca envolvem
principalmente o porte do animal, pois o numero total de espermatozoides parece
estar positivamente correlacionado com a quantidade de massa testicular. Assim,

guanto maior o cdo, maior a massa testicular, maior producédo espermatica diaria
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e consequente aumento do numero total de espermatozoides (JOHNSTON et al,
2001 e KUSTRITZ, 2007).

Independentemente de todos estes fatores que influenciam a avaliacédo do
sémen, os espermatozéides examinados in vitro, ainda apresentam algumas
caracteristicas diferentes das que terdo quando atingirem o trato reprodutivo da
fémea apos a inseminacdo, uma vez que ainda ndo completaram todas as etapas
que o deixam apto ao processo de fertilizacdo, como a capacitacdo e reacao
acrossomal (KUSTRITZ, 2007 e WITTE et al, 2009).

Sugere-se que para a confirmacdo dos dados avaliados in vitro, testes in
vivo deveriam ser realizados, o que culmina na necessidade de inseminacéo e
comprovacdo da qualidade seminal com indices satisfatorios de gestacao, o que

por vezes inviabiliza a pesquisa ou avaliacdo completa do cdo reprodutor.

2.2. Refrigeragdo do Sémen Canino

O sémen canino para ser conservado, pode ser refrigerado a 4 — 5 °C em
refrigerador e utilizado dentro de poucos dias. A idéia da refrigeracdo € a
manutencdo da célula espermatica viavel por 24 a 96 horas, permitindo a
utilizacdo desse sémen para processos de inseminagcdo, sem necessariamente a
presenca do macho reprodutor. Este método colabora também com a troca de
material genético entre criadores de diferentes areas geograficas, reduzindo o
estresse e gastos com deslocamento de matrizes e reprodutores. Porém, no
processo de refrigeracdo, injurias celulares, decorrentes de erros no

processamento da amostra, podem ocorrer. Nestes casos, haveria reducdo da
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qualidade e consequentemente da capacidade fecundante da amostra seminal.
Por este motivo, no processo de refrigeracdo seminal, deve-se sempre utilizar um
diluidor ao material coletado, pois além de fornecer nutrientes aos
espermatozoides, previne o crescimento bacteriano, tem acéo crioprotetora e
acdo tamponante. Deve-se ainda observar a curva de refrigeracdo e a
temperatura da amostra durante o periodo de refrigeragdo (JOHNSTON et al,
2001).

Para qualquer processo de conservacao € necessaria a segunda fracao do
ejaculado, ou seja, a fracdo espermatica. A selecdo da segunda fracdo pode ser
feita no momento da colheita, desprezando-se as fracdes prostaticas, ou por meio
de centrifugacdo do ejaculado total, apds o qual, se utiliza apenas o sedimento
resultante (JOHNSTON et al, 2001). Ao contrario do que alguns pesquisadores
pensavam, a diluicdo do sémen na prépria porcao fluida (liguido seminal) do
animal tem efeitos deletérios, havendo mesmo uma diminuicdo abrupta da
motilidade e aumento de alteragbes do acrossoma logo no primeiro dia de
refrigeracdo (ROTA et al, 1995).

Nas amostras refrigeradas, provavelmente os fatores que mais afetam a
conservacao do sémen sdo o acumulo de restos metabdlitos ao longo do tempo,
com correspondentes alteracoes do pH e osmolaridade, e a deplecdo do
substrato energético (VERSTEGEN et al, 2005).

Varios estudos estdo sendo desenvolvidos para determinacdo das
melhores condicbes para a refrigeracdo do espermatozoide de caes, porém,
muitos fatores sdo envolvidos no processo de refrigeragcdo e, ainda hoje,
nenhuma metodologia parece ser a ideal para todos os cades e para todos os

ejaculados, principalmente devido as variacdes individuais as propriedades, como
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sensibilidade osmotica entre espermatozoide de diferentes cées e ejaculados
(EILTS, 2005 e MINTER & DELIBERTO 2005).

Um dos fatores cruciais para a qualidade da amostra apds o reaquecimento
envolve o uso de diluidores adequados. Como ja foi visto, caracteristicas
tamponantes, substancias energéticas, estabilizadores de membrana e
antibioticos devem ser acrescidos ao diluidor seminal para refrigeracdo. As
solugcbes tampédo sdo usadas para manter o pH do diluidor, o sémen canino
mantem-se num pH 6timo entre 6,75 e 7,50. A capacidade de remocéao de ions de
hidrogénio resultantes do metabolismo espermatico é fundamental para a
composicdo dos diluidores de sémen, muitas vezes os tampdes como o TRIS
(tris-hidroximetil aminometano) sao utilizados com esse objetivo (JOHNSTON et
al, 2001). H& autores que citam que o TRIS tem alguma ac¢éo na preservacao da
energia nos espermatozoéides (SILVA et al, 2002).

Além disso, a célula espermatica dos mamiferos necessita de fontes
energéticas, ndo s6 para garantir a concretizacdo das varias necessidades
basicas de qualquer célula, como também, e principalmente, para preservar a sua
motilidade. Os espermatozoides podem obter energia por fosforilacdo oxidativa
mitocondrial ou por glicolise (PONGLOWHAPAN et al, 2004 e VOLPE et al, 2009).
Para fornecimento de energia a essas ceélulas recorre-se a adicdo de glicose,
frutose, manose, dextrose ou lactose nos diluidores. A glicose e a frutose séo,
sem duvida, 0s recursos energéticos mais frequientemente adicionados aos
diluidores para conservacao de sémen de cao (IGUER-OUADA & VERSTEGEN,
2001; PALOMO et al, 2003, RIGAU et al, 2001 e RIGAU et al, 2002), sendo o
acrescimo desses acucares indicados em grandes quantidades. Ao se conservar

uma amostra, o0 consumo energeético é bastante intenso nas primeiras 24 horas,
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devido a grande atividade dos gametas durante este periodo, ap0s a amostra
atingir os 4°C registra-se uma diminuicdo razoavel da sua concentracdo no
diluidor, este momento culmina com a diminuicdo do metabolismo e das reacfes
quimicas e, consequentemente da motilidade dos espermatozoides
(PONGLOWHAPAN et al, 2004).

Como forma de protecdo e de estabilizacdo da membrana plasmatica ao
choque térmico, a gema de ovo, as proteinas do leite e albumina sérica de bovino
sao substancias usadas na confeccéo dos diluidores de refrigeracdo para sémen
de diversas espécies. A gema de ovo e as proteinas do leite ainda previnem a
perda ou substituem fosfolipidios da membrana dos espermatozoides
(VERSTEGEN et al, 2005) conferindo protecdo contra alteracbes da pressao
osmética (WITTE et al, 2009) e tendo um papel protetor contra a reacao
espontanea do acrossoma, embora ndo se saiba ainda o0 mecanismo concreto
que ocorre (IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001). No entanto, h& autores que
propdem a hipotese desta acdo protetora ser derivada de uma interacao
especifica entre lipoproteinas de baixa densidade do ovo (LDL) com algumas
proteinas maiores do liquido seminal (MANJUNATH et al, 2002 e BENCHARIF et
al, 2010), deste modo € diminuida a perda de colesterol e fosfolipideos da
membrana dos espermatozoéides, prevenindo a capacitacdo prematura e
subsequente reacdo do acrossoma (BERGERON et al, 2004).

Atualmente a gema de ovo é considerado um material biologico de risco,
devido a recente dispersédo de doencas zoondticas das aves, com énfase para a
gripe aviaria, o que tornou extremamente dificil o transporte de sémen diluido em

gema de ovo, e em alguns paises foi proibida a sua importacdo ou exportacao
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(ABE et al, 2008). Por este motivo tem-se optado cada vez mais os diluidores a
base de leite desnatado (BECCAGLIA et al, 2008).

Para inibicdo do crescimento bacteriano no sémen, é frequentemente
adicionado ao diluidor antibioticos. A associacdo mais frequentemente usada é de
sédio-benzilpenicilina (ou penicilina G) e sulfato de dihidroestreptomicina (ABE et
al, 2008; BECCAGLIA et al, 2008 e PONGLOWHAPAN et al, 2006). A
gentamicina é outro antibidtico que se pode adicionar aos diluidores. O tipo de
antibiotico adicionado ao diluidor pode ter influéncia sobre a motilidade
espermatica, ja tendo sido demonstrado que a gentamicina acima de uma
determinada concentragcdo diminui a motilidade espermatica em sémen de
garanhdes (AURICH & SPERGSER, 2007).

A diluicdo do sémen de cdo nos meios diluidores pode ser feita quer em
propor¢cdes de volume definidas (ex.: uma parte de sémen para trés de diluidor),
ou determinando a concentracdo inicial de espermatozdides e ajustando a
quantidade de diluidor de acordo com a concentracgéo final para dose inseminante
ou dose de avaliacdo. Este ultimo método adapta um meio melhor para as
células, uma vez que a quantidade do diluidor acrescida ndo é dependente do
volume de sémen que vai ser adicionado. Embora os cées apresentem boas
taxas de fertilidade com o sémen refrigerado, a melhoria do processamento da
amostra permitiria reduzir as doses de inseminacao necessarias. Alguns autores
demonstraram que a adequacdo da concentracdo espermatica para dose
inseminante deveria ser entre 150 e 200 x 10° espermatozéides (MICHAEL et al,
2009).

A curva de resfriamento e a manutencdo da temperatura durante o

armazenamento do sémen sao fatores que devem ser cuidadosamente
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acompanhados. As oscilacbes de temperatura ao longo desse periodo sao
altamente deletérias a amostra. Também foi demonstrada a importancia do tipo
de container de armazenamento no caso de transporte do material, tendo total
interferéncia na sua qualidade final. O Equitainer® (reservatdrio normalmente
utilizado para transporte de sémen de equino) apresentou melhores resultados ao
fim de 72 horas do que a caixa de isopor ou a garrafa isotérmica. O Equitainer®
tem uma taxa de refrigeracdo controlada de -0,3°C/min e mantém uma
temperatura final de 4-6°C por mais de 70h a uma temperatura ambiente de 22°C
(LOPES et al, 2009). No caso do uso de refrigeradores domésticos, deve-se ter
total cuidado para que as amostras fiqguem ao fundo do aparelho, o mais distante
possivel da porta 0 que reduz o desequilibrio da temperatura no momento de
abertura do refrigerador, ainda assim torna-se indispensavel o uso de termémetro
gue monitores a temperatura interna e do ambiente onde a amostra esta sendo

armazenada.

2.3. Fisiologia Reprodutiva da Cadela e Determinagdo do Momento

Ovulatério e da Inseminagéo Artificial

Para entendimento dos aspectos reprodutivos nas fémeas de mamiferos é
indispensavel que se conheca bem todos os fatores que envolvem a fisiologia
ovariana e seus acontecimentos durante o periodo reprodutivo dessa fémea
(HAFEZ, 1995).

As cadelas apresentam um ciclo estral com algumas particularidades se
comparadas a outras fémeas de mamiferos. Estas fémeas s&o classificadas

monoeéstricas e predominantemente nao—estacionais. Isso quer dizer que



45

apresentam um unico cio em cada estacdo de cobertura, e que em geral este nao
é influenciado pela época do ano (HOFFMAN et al, 1996).

O ciclo estral canino completo € dividido em 4 fases: proestro, estro, diestro
e anestro. Sendo a cadela a Unica espécie a passar obrigatoriamente por cada
uma das fases independentemente de acontecer a gestacdo. O mais comum é
que a cadela apresente dois periodos de cio por ano, porém pode ocorrer
variacdo de um até quatro episédios anuais de acordo com a raca e
caracteristicas individuais de cada animal (JOHNSTON et al, 2001).

Atualmente, o ciclo estral em canideos domésticos pode ser bem definido,
baseados em exames clinicos, aspectos comportamentais, eventos ovarianos,
mensuracao da concentracdo plasmatica de horménios e pela citologia vaginal, o
que € indispensavel dentro de um manejo reprodutivo que envolva a monta
controlada ou inseminacao artificial.

A citologia vaginal é um dos exames mais simples e que colaboram com a
previsdo da etapa reprodutiva em que a cadela se encontra. E um método rapido
e de baixo custo comumente utilizado para estudo do ciclo estral. As células do
epitélio vaginal respondem ao aumento da concentracdo plasmética de E, durante
o proestro com alteracbes que incluem a mudanca de epitélio estratificado
cubdide para epitélio estratificado escamoso com mais de 30 camadas de células
e queratinizagdo celular (JOHNSTON et al, 2001). A funcdo do epitélio, nesta
fase, € similar a da pele ou algumas outras membranas, um mecanismo de
protecdo, neste caso a copula. Dessa forma € possivel diferenciar cada fase do
ciclo estral pela presenca de determinados tipos celulares.

A principal acdo do E, é promover o espessamento do epitélio, tornando as

células do lumen vaginal cada vez mais distantes de seu suprimento sanguineo e
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promovendo assim protecdo a mucosa no momento da copula. Nesse sentido, as
diferentes células encontradas na citologia vaginal designam distintos estagios de
morte celular. As células possivelmente encontradas e usadas na avaliacdo da
fase do ciclo estral sédo (respectivamente em ordem de avanco de queratinizacao):

e células basais e parabasais - menores células encontradas no esfregaco,
morfologicamente esféricas ou por vezes ovais, com nucleo grande, e pequena
qguantidade de citoplasma;

e células intermediérias - maiores que as parabasais, podendo atingir o
dobro do tamanho, possuem nlcleo menor e assim, maior quantidade de
citoplasma, o que se traduz como o primeiro sinal de morte celular;

e células superficiais - sdo as maiores células encontradas e tipicas
representantes da morte celular, apresentam as bordas angulares, podendo exibir
ndcleo picndtico ou auséncia total deste, além disso, é possivel que se encontre
hemacias e neutréfilos (JOHNSTON et al, 2001).

A propor¢cdo de cada tipo celular torna-se mais ou menos frequente em
cada uma das fases do ciclo estral, possibilitando assim sua diferenciacdo por
meio de avaliacdo do esfregaco vaginal corado.

A definicdo do momento ideal para cobertura ou inseminacao artificial pode
ser definido com a associacdo dos exames citologicos e da verificagdo dos niveis
plasmaticos de progesterona. A associagdo das duas técnicas permite uma maior
acuracia na definicdo do momento ovulatorio ideal. Em geral o inicio do proestro é
acompanhado citologicamente até o momento que as mudancas celulares
indiquem a possibilidade do inicio do periodo de ovulacdo, neste periodo em geral
é realizada a primeira mensuracao de progesterona o que confirma a elevacao do

horménio circulante e consequente luteinizacdo das ceélulas foliculares.
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Alguns estudos diferem sobre a definicho da concentracdo de niveis
hormonais sanguineos no momento da ovulacdo da cadela, o que pode ser
explicado pelas diferencas nas amostras investigadas (plasma ou soro), por
preparacdes diferentes (com ou sem separacdo cromatologica) ou por diferencas
nos metodos bioquimicos empregados (radioimunoensaio ou ligacao protéica) na
mensuracao. As variacdes podem também ser atribuidas a diferencas raciais, ao
namero de ovulos liberados por animal ou a idade (CHRISTIANSEN, 1984).

Johnston et al. (2001) citam também variacdes diurnas, principalmente
progesterdnicas, sendo 0s niveis detectados em um estudo duas vezes maiores
pela manhd do que os observados a tarde. A progesterona apresenta
concentracdo basal na ordem de 1ng/ ml, precedente ao pico pré-ovulatério de
LH. Este valor quase que triplica ja no primeiro dia ap0s a ovulacdo, elevando-se
para cerca de 10ng/ml durante o estro e permanecendo em torno de 22ng/ml
durante o diestro, voltando para os valores basais em 61-65 dias na fémea prenhe
e 51-82 dias naquelas ndo prenhes (BURKE, 1991). Porém, JOHNSTON et al.
(2001) relatam que os valores progesterénicos podem chegar a 15-90ng/ml aos
15-30 dias apds o pico pré-ovulatério de LH.

Em acompanhamento hormonal ao longo do ciclo estral foram observados
valores séricos de progesterona em concentracdes crescentes do proestro
(2,85ng/ml) em direcéo ao estro (5,20ng/ml), bem como as concentracdes medias
de progesterona elevando-se discretamente no final do proestro (de 1,56 para
2,85ng/ml) concomitantemente com o inicio do declinio das concentragbes de

estradiol (de 20,93 para 18,81pg/ml) no mesmo periodo (BENETTI, 2004).
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As alteracbes tanto citolégicas como nos niveis plasmaticos de
progesterona séo verificadas com a mudanca de cada uma das fases do ciclo

estral em cadelas.

2.3.1. Proestro

Esta fase tem duracdo bastante variavel, mas possui em média nove dias.
Clinicamente esta € a fase em que iniciam os sinais caracteristicos do cio nas
cadelas, como hiperemia e edema vulvar e de cérvice, presenca de descarga
sero-saguinolenta e liberacdo de ferorménios, com consequente atracdo do
macho, mas sem permissao de monta (ALLEN, 1995).

Ocorre rapido desenvolvimento folicular, elevacdo da concentracéo
plasmatica de E; pico de LH e inicio da elevag&o da secrecao de P4, com reducéo
na concentracdo de FSH (SILVA et al , 2002).

A citologia de cadelas nesta fase do ciclo pode ser ainda subdividida em
fases inicial, intermediaria e final. A fase inicial € marcada pela presenca de
hemécias no campo, presenca de células parabasais, intermediarias, neutrdéfilos e
bactérias. O aspecto microscopico é de um fundo de lamina bastante corado pela
presenca de muco consequente da producdo de grande quantidade de secrecdes

cervicais e vaginais da cadela nesta fase (FELDMAN & NELSON, 2004).

Na fase intermediaria ndo sdo comumente observados neutréfilos no
esfregaco, pois, com o0 espessamento da camada epitelial, as células leucocitarias
nao conseguem penetrar a barreira celular e desembocar no limen vaginal. As
células parabasais e intermediarias vao sendo progressivamente substituidas por

células superficiais nucleadas e anucleadas. Durante a fase final, neutrofilos nédo
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sdo encontrados e a presenca de hemacias é variavel. O aspecto citolégico da
fase final do proestro é bastante semelhante ao estro, ou seja, com mais de 80%
das estruturas observadas no campo visual de células superficiais nucleadas e

anucleadas (FELDMAN & NELSON, 2004).

2.3.2. Estro

Nesta fase ao exame clinico verifica-se vulva aumentada e de consisténcia
macia e reducao das descargas hemorragicas. A fémea passa a aceitar a monta,
apresentando desvio e movimentos de cauda, desloca a regido posterior com
exposicdo da genitalia para o macho (ALLEN, 1995), mantendo os membros
posteriores em “posicdo de cavalete”. Em geral a fémea passa aceitar a monta
um pouco antes do pico ovulatério de LH. O aspecto ovariano também sofre
algumas modificacdes, iniciando o rompimento dos foliculos (ovulagéo) e inicio do
desenvolvimento do corpo luteo (FELDMAN & NELSON, 2004).

Em relacdo as concentracdes hormonais observa-se o aparecimento do
pico de FSH e LH, seguido da ovulacao, reducéo na sintese de E, a concentracao
basal, desenvolvimento do corpo liteo e aumento na sintese e secre¢do de P4. O
momento exato de ovulacdo nesta fase € dificil de ser definido, devido ao fato de
que os foliculos se desenvolvem também em periodos de tempo bastante
variaveis, sendo que a maioria das ovulacfes ocorre entre 48 e 72 horas apos o
pico plasmatico de LH (FELDMAN & NELSON, 2004).

As laminas citologicas nesta fase permanecem geralmente constantes,
nao se observando neutrofilos e com praticamente toda a lamina apresentando

células superficiais queratinizadas (periodo de maxima influéncia estrogénica).
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Eritrécitos podem ser encontrados e o aspecto do esfregaco é claro. A partir do
momento em que a lamina de citologia adquire esse aspecto, raramente ocorrem

mudancas até o diestro (JOHNSTON et al, 2001).

2.3.3. Diestro

Ao contrario do que ocorre principalmente nas espécies voltadas para a
producdo animal, em cadelas, a formac¢do do corpo luteo antecede em até 48
horas a ovulacdo e seu desenvolvimento total encontra-se no diestro (48). Dai o
fato da maioria dos autores ndo definirem a fase do metaestro nesta espécie. O
metaestro em outros mamiferos se caracteriza pela instalacdo e formacédo do
corpo lateo, o que facilita a diferenciacdo entre as duas fases (diestro e
metaestro). Ja nos caes, se torna dificil uma determinacdo da fase metaestral
apenas por caracteristicas ovarianas.

Nas cadelas o diestro é percebido no momento de atividade total do corpo
lateo (independente de ocorréncia ou ndo de gestacao). No caso de fertilizagdo, é
neste periodo que possivelmente o embrido em fase de mérula estara chegando
ao utero (JOHNSTON et al, 2001). A duracdo média do diestro € de 60 dias,
sendo encerrada com o parto (caso tenha ocorrido fertilizacdo) ou com a
regressado do corpo luteo na fémea nao gestante (ALLEN, 1995).

Clinicamente inicia-se o desenvolvimento de glandula mamaria e reducéo
de edema vulvar, porém a presenca de descargas hemorragicas é bastante
variavel. Quanto ao comportamento sexual a fémea passa a nao aceitar mais a
monta do macho. (JOHNSTON et al, 2001). Com a presenca de células luteas a

concentracdo plasmatica de P, continua se elevando rapidamente, podendo
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chegar até 90 ng/ml, esta concentracdo declina a valores basais durante 3 a 4
semanas apos o inicio do diestro. Ao fim deste periodo verificamos pequenos
pulsos de LH, enquanto a concentracdo plasmatica de E,; e FSH permanecem
reduzidas (HOFFMAN et al, 1996).

Os esfregacos citolégicos mostram, nos primeiros dias do diestro, reducéo
de células superficiais para aproximadamente 20% das estruturas visualizadas no
campo, sendo a substituicdo feita por células parabasais e intermediaria. A
guantidade de células nos campos pode ser reduzida pela intensa descamacao
durante o estro, e em geral, ndo héa diferenca citolégica entre fémeas gestantes e

nao gestantes (FELDMAN & NELSON, 2004).

2.3.4. Anestro

Esta é geralmente a fase mais longa do ciclo estral de cadelas. Ela dura
em média 4,5 meses, mas pode variar de 3 até 11 meses de acordo com a raca e
idade da cadela, época do ano e ambiente, entre outros fatores. A caracteristica
mais marcante € que neste periodo o ciclo reprodutivo da cadela encontra-se em
periodo de quiescéncia, com eventos de pouca importancia nos aspectos clinicos
e comportamentais. O ovario se apresenta em fim de fase luteal (corpo lateo em
regressao) e preparando-se para iniciar a fase folicular, com foliculos antrais em
varios estadios de desenvolvimento e atresia.As concentracdes hormonais
encontram-se em valores basais e 0 aspecto citolégico mostra 90% de células
parabasais e intermediarias, com presenca reduzida de bactérias e neutrofilos

(FELDMAN & NELSON, 2004).
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2.3.5. Inseminacéo Atrtificial

A técnica de inseminacdo artificial em caes encontra-se atualmente
amplamente difundida, com resultados semelhantes aos obtidos na monta natural,
desde que o momento ovulatério seja definido da forma correta.

Segundo Concannon et al. (1977) a ovulacdo ocorreria de maneira sincrénica
entre 36 e 50 horas apos o pico do LH, sendo que neste periodo os o6citos nao
estariam ainda maduros, encontrando-se no estado de vesicula germinativa. A
maturacdo seria entdo concluida dois a trés dias mais tarde com a emissao do
segundo corpusculo polar (TSUTSUI, 1989). A partir desse momento, o odcito
estaria apto a fecundacédo, mas a sua sobrevivéncia parece ser muito curta, de
apenas 24 a 48 horas (CONCANNON & BATISTA, 1989). O limite maximo de
fecundacéo se encontraria em torno de 6,5 dias depois do pico de LH (TSUTSUI,
1989), sendo o periodo ideal de fecundacéo entre trés e quatro dias depois do
pico. Devido a esta fisiologia tdo particular para a espécie ocorre a necessidade
de acompanhamento do ciclo estral de forma cuidadosa para somente apés a
realizacdo das inseminac¢des ocorrerem.

Como foi visto anteriormente, sugere-se que o método mais eficiente para se
determinar o momento 6timo para a |IA seja através da dosagem de progesterona
plasmatica, uma vez que a cadela é a Unica dentre as fémeas domésticas que
apresenta uma evolucdo da progesteronemia dois a trés dias antes da ovulacao.
Segundo Johnston et al. (2001), o momento ideal para a realizagdo da IA seria
dois dias apds a progesterona ter atingido concentracfes entre 4 e 6 ng/mL. As
inseminac¢des podem ainda ser repetidas de 2 a 3 vezes em dias alternados ou
nao, e isso estaria diretamente relacionado com a mudanca citoldgica da fase de

estro da fémea.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar o efeito do tempo de refrigeracdo do sémen canino nos indices

gestacionais de cadelas domésticas.

3.2.

Objetivos especificos

Verificar o efeito do processo de refrigeracdo por 24, 48 e 72 horas na
qualidade seminal de cdes domésticos, por meio dos testes in vitro:
motilidade espermatica, vigor espermatico, integridade de membrana
(HOST) e teste de ligacao oocitaria.

Verificar indices gestacionais de cadelas inseminadas com sémen
refrigerado por 24, 48 e 72 horas.

Correlacionar os resultados dos testes de avaliagcdo da qualidade seminal

in vitro com os indices gestacionais.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

4.1.1. Machos

Foram utilizados 06 cdes machos, adultos, com idades entre 1 ano e 6 meses
e 4 anos e 6 meses, higidos e com histérico reprodutivo comprovado por
gestacdes anteriores. Os animais eram das seguintes racas: Bulldog Inglés (n=1),
Bulldog Frances (n=1), Pug (n=1), Poodle (n=1), York Shire (n=1) e Chow chow
(n=1).

Foi utilizado um macho para cada grupo de 04 cadelas inseminadas com
sémen fresco e sémen refrigerado por 24, 48 e 72 horas. Devido a dificuldade de
obtencdo das 04 matrizes da mesma raca, no mesmo periodo do ciclo estral foi
utiizado o mesmo doador, no entanto, com coletas seminais realizadas em
diferentes momentos, para cada repeticdo. A manipulacao e preparo do sémen foi
realizado pelo mesmo técnico, objetivando reduzir as variagcbes no
processamento das amostras.

Durante o experimento, todos os animais utilizados, foram previamente
everminados e tiveram a vacinagao atualizada quando nencessario, bem como

foram adaptados a um mesmo tipo e rotina de alimentagdo comercial (Royal
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Canin Médiun, duas vezes ao dia, com quantidades seguidas pela recomendacéo

do fabricante).

4.1.2. Fémeas

Foram utilizadas 48 fémeas, adultas com idades entre 2 anos e 3 meses e
5 anos, divididas na seguintes racas: Bulldog Inglés (n=8), Bulldog Frances
(n=12), Pug (n=8), Poodle (n=8), York Shire (n=8) e Chow chow (n=4), sendo
gue de acordo com essa divisdo racial foi utilizado um mesmo macho, em
diferentes momentos do experimento, para inseminacao artificial de diferentes
fémeas (repeticdes do mesmo grupo de tratamento). A figura 1 demonstra a
divisdo realizada entre as racas e 0 manejo de inseminacao artificial.

As fémeas utilizadas eram matrizes com histérico reprodutivo favoravel (ja
haviam estado gestantes antes), sendo que o cio anterior ao utilizado no
experimento nenhuma das cadelas esteve prenha. As fémeas foram divididas
por grupo de raca, tendo cada uma delas sido inseminada com macho da

mesma raca e em um dos 4 tratamentos pré-determinados (fig. 1)
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Figura 1. Delineamento experimental realizado no estudo. Indicando os seis

diferentes machos utilizados (M1, M2, M3, M4, M5 e M6), as quarenta e oito

fémeas inseminadas (F1 até F48), bem como 0s grupos experimentais

definidos, sendo grupo controle, com insemina¢gdes com sémen a fresco (GC),

grupo com sémen refrigerado por 24 horas (G24), grupo com sémen

refrigerado por 48 horas (G48) e grupo com sémen refrigerado por 72 horas

(G72).

4.2. Selecdo dos Doadores de Sémen

Os cées selecionados para o experimento foram avaliados quanto:

interesse do proprietario em reproduzir o animal, disponibilidade do animal em
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permanecer na cidade durante longos periodos (devido ao fato de varios animais
participarem de exposi¢cdes em outros estados), facilidade da coleta do sémen e
qualidade seminal preconizada nas normas do Colégio Brasileiro de Reproducéao
Animal (CBRA, 1998). Animais com sémen de qualidade inferior a média
padronizada pelo CBRA foram descartados para que nao houvesse influencia no
resultado final dos dados coletados. Os cées foram divididos entre grupos por
raca.

O sémen coletado foi avaliado quanto volume, motilidade, vigor, integridade
de membrana (teste hiposmotico), teste de ligacao oocitaria, e indice de gestacao.
As avaliacGes seminais foram realizadas de acordo com a metodologia descrita
anteriormente neste estudo.

O periodo experimental foi setembro de 2008 a dezembro de 2010. As
coletas seminais foram feitas nas dependéncias do Hospital Veterinario da
Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goyatacazes, Rio de
Janeiro, Brasil, onde o sémen era analisado, processado e/ou refrigerado,
dependendo do grupo de tratamento. Os testes de ligacdo foram realizados no
Laboratorio de Reproducdo e Melhoramento Genético Animal da Universidade

Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

4.3. Coleta e Avaliacdo do Sémen

Os ejaculados foram coletados com recurso de estimulagdo manual, sem

presenca de fémea em cio, usando-se tubo de plastico graduado acoplado a um

funil plastico. A primeira fracdo do ejaculado foi desprezada, colhendo-se a
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segunda fracdo até o seu fim. A terceira fracdo seminal foi coletada buscando
aumentar o volume seminal, uma vez que o calculo de concentracdo espermatica

seria posteriormente ajustada.

4.3.1. Motilidade e Vigor espermaticos

Para determinacédo da porcentagem de espermatozodides moveis (0-100%)
e a qualidade de movimentacdo da amostra (0-5) foi utilizada uma gota de sémen
fresco entre lamina e laminula, pré-aquecidas a 37°C, e observada em
microscopio de contraste de fase com aumento de 10x e 20x. A porcentagem de
células com movimentacao variou de 0 (todas as células imoveis) a 100 (todas as
células em movimento) e a intensidade de movimento progressivo dos
espermatozoides (vigor) foi analisado pelo escore de 0 (nenhum movimento) a 5

(movimento retilineo).

4.3.2. Concentracdo Espermatica
Para a determinacdo da concentracdo (numero de sptz/mL) foi utilizada
uma diluicdo de 1:19. Para isto, 50uL do ejaculado foram adicionados a 950uL de
dgua destilada. A solucdo foi utilizada para preencher a camara
hematocitométrica de “Neubauer”. Apds a sedimentacao das células espermaticas
por 02 minutos foi realizada a contagem em microscopio de contraste de fase com
aumento de 40X. O numero de células contadas foi expresso em

espermatozoides por mi.

4.3.3. Teste de Integridade de Membrana (HOST)
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Para determinacdo do indice de integridade de membrana espermatica em
cada amostra foi realizada a diluicdo do sémen em agua destilada em 1:19 partes,
mantida em banho maria & 37°C, seguida de incubacdo por 5 minutos. Apés esse
periodo, uma gota da amostra foi colocada entre lamina e laminula para
contagem de 200 espermatozoides por amostra, neste grupo foram contados o
namero de células com cauda enrolada, o que definia a porcentagem de

funcionalidade da membrana.

4.3.4. Teste de Ligacao Oocitaria

Para o teste de ligacdo foram utilizados ovarios coletados de fémeas
encaminhadas a rotina de ovariohisterectomia do Hospital Veterinario (HV-UENF).
Devido a necessidade de obtencdo dos odcitos em datas indefinidas (dependendo
do periodo ovulatério da fémea), um banco de cadelas doadoras de ovarios foi
cadastrado, e durante o periodo de acompanhamento reprodutivo da fémea que
seria inseminada, as cadelas a serem ovariohisterectomizadas eram contactadas,
realizados os exames pré-operatorios e pré-agendada a cirurgia, de acordo com a
necessidade dos 04citos para o teste de ligacao.

Imediatamente apds a cirurgia, 0os ovarios eram acondicionados em 250 mL
de solucdo de NaCL 0,9% a 38°C e levados ao laboratério, caso o inicio do
procedimento fosse maior que 1 hora, era adicionado gentamicina (6,25mg) no
meio em que 0S ovarios se encontravam.

Os ovarios foram dissecados e escarificados, em solucdo de PBS
acrescidos de 0,4% BSA. Os oo0citos foram contados em lupa e somente as
estruturas com qualidade Grau 1 selecionados (HEWITT & ENGLAND, 1997). Os

oocitos selecionados foram lavados e repassados a placa plastica de cultura em
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meio Talp FIV, em gotas de 95ul com 10 odcitos em cada gota, e mantidos 1h em
estufa equilibrada. As gotas foram cobertas com 6leo mineral (FARSTAD, 2000).

A amostra seminal fresca ou refrigerada era ajustada e diluida em meio de
cultivo esperméatico (Sperm Talp) para concentracdo final de 400x10°
espermatozoides/ml. Apos homogeneizacdo do meio, era adicionado 5ul da
solucdo com espermatozoides em cada gota de cultivo oocitario, buscando atingir
a concentracao final de 2 x 10° espermatozéides/mL para cada 10 odcitos.

As placas foram mantidas em estufa por 18 horas. Apés o término do
periodo de incubacdo as placas foram retiradas da estufa, os odcitos foram
inicialmente verificados em lupa, retirados das gotas e lavados por duas vezes em
solucéo de PBS acrescido de BSA. Apés esse procedimento foram transferidos
para eppendorf com solucdo de citrato de sodio a 1% por dez minutos. O
recipiente foi agitado em vortex por 3 minutos e o volume retirado para uma placa
de cultura novamente. As estruturas foram coletadas com o auxilio de
micropipetas e colocadas em lamina de microscopia com uma laminula sobre os
odcitos protegidos com gostas de silicone em cada canto das laminas, evitando a
ruptura das estruturas. As laminas foram analisadas em microscépio de contraste
de fase (KAWAKAMI et al, 1998).

Para cada repeticdo do teste foram preparadas 3 gotas (30 oocitos). A
avaliacdo do numero de espermatozoéides ligados a zona pellcida foi feita por
contagem das células espermaticas e separados em 4 diferentes grupos de
graduacédo: graduacdo O (nenhum espermatozoide ligado), graduacdo 1 (de 1 a
25 espermatozoides ligados), grupo 2 (de 26 a 50 espermatozoides ligados),

grupo 3 (mais de 51 espermatozoides ligados) (Strom Holst et al. 2001).
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4.4. Refrigeracdo e Armazenamento do Sémen

A preparacao do diluente foi feita segundo o protocolo proposto por Kenney
et al (1975), sempre pela mesma técnica e utilizando-se dos mesmos produtos.
As porcdes eram preparadas e armazenadas em tubos plasticos separadamente,
o material foi acondicionado em freezer a -18°C, por no maximo 3 meses. No
momento da diluicdo do sémen, cada tubo era descongelado individualmente e
aquecido em banho maria a 37°C para posterior utilizacdo na amostra seminal
coletada.

Para o célculo do volume necessario de diluidor a ser adicionado a amostra
seminal utilizou-se a formula V1C1 = V2C2, em que: V1 é o volume da segunda
fracdo seminal coletada; C1 é a concentracao inicial de sémen fresco; e V2 o
volume final, de cada aliquota apds dilui¢édo, para se obter uma concentracéo final
C2, que foi estabelecida como 200 x 10° espermatozéides/ml (MICHAEL et al,
2009 e MENDONCA, 2010). O volume de diluidor adicionado foi V2 — V1.

O volume final da solucdo foi dividida em 2 eppendorfs com 2ml (na
concentracdo de 200 x 10° espermatozdides/ml) cada um deles, acondicionados
da mesma maneira e no mesmo refrigerador equilibrado a 4°C. As amostras
permaneciam em refrigeracdo até o momento de utilizacdo, de acordo com o
grupo de tratamento a ser adotado. Somente no momento de avaliagéo in vitro e
inseminacao artificial da fémea as amostras eram retiradas do refrigerador (24, 48
ou 72 horas apos o inicio do procedimento).

No momento da inseminacao artificial todas as amostras preparadas em

duplicidade foram utilizadas para realizacao dos testes in vitro (motilidade, vigor,
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HOST e teste de ligacédo), e posterior comparacdo dos dados em relacdo aos

indices gestacionais.

4.5. Acompanhamento da fémea e inseminacéao artificial

De acordo com a raca e com o doador de sémen selecionado, as fémeas
foram divididas aleatoriamente em cada um dos grupos experimentais, onde a
inseminacao seria feita com sémen fresco (GC), ou com sémen refrigerado por 24
(G24), 48 (G48) ou 72 horas (G72). Foi realizada somente uma inseminacao
artificial em cada fémea, de acordo com a amostra seminal em questao .

A definicho do momento de inseminacdo foi feita de acordo com o
acompanhamento citologico desde o primeiro dia de proestro, associado a
mensuracdo dos niveis plasmaticos de progesterona que foram realizadas no
momento em que a citologia indicava em média 70% de células queratinizadas.
As amostras sanguineas foram coletadas por venopunc¢ao no horario da manha e
encaminhadas ao laborat6rio. Foi utilizada a técnica de quimioluminescéncia para
mensuracao dos niveis plasmaticos hormonais. O resultado foi obtido no mesmo
dia, e valores acima de 6ng/ml foram indicativos de realizacido da inseminagéao na
parte da tarde do mesmo dias. Em situacbes onde o resultado foi inferior a
6ng/ml, outra amostra foi encaminhada nos dias sequientes até obtencdo do

resultado estipulado (figura 2)
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Figura 2. Acompanhamento e definicAo do momento ovulatorio: Realizacdo
da citologia vaginal, coleta do material e preparacdo da lamina de citologia
(quadrante A e B), coloracdo das laminas para avaliagdo em microscopia
(quadrante C), leitura das laminas indicando células queratinizadas e nucleo
picnético — células intermediarias e superficiais (quadrante D e E), curva dos
niveis plasmaticos de progesterona, indicando valores superiores a 6ng/ml

(quadrante F).
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Independente da realizacdo da inseminacao artificial, as cadelas
continuaram sendo acompanhadas e as citologias sendo realizadas diariamente,
até o momento de mudanca nas células citolégicas que indicasse o primeiro dia
do diestro. Este procedimento visou facilitar a previsdo da data de parto e

acompanhamento gestacional das fémeas (Johnston et al. 2001).

4.6. Confirmacédo Ultrassonogréfica da Gestacédo e Parto

Para confirmacdo e acompanhamento gestacional foi utilizado aparelho de
ultrassonografia veterinaria com 2 transdutores multifrequenciais, sendo uma
probe transversa e uma linear (Myndray DP 2200vet). O primeiro exame
ultrassonografico foi realizado aos 21 dias apds o inicio do diestro citoldgico,
sendo esta confirmada pela observacdo de vesiculas embrionarias. Apds esta
data, outros dois exames eram realizados, aproximadamente aos 35 e 55 dias de
gestacao (figura 3).

Do total de fémeas do experimento (n=48), vinte e trés realizaram parto
natural e foram acompanhadas durante o trabalho de parto. Nas vinte e cinco
fémeas restantes foi realizada cesariana eletiva devido as caracteristicas raciais,
particularidades anatbémicas (animais braquicefalicos) e/ou historico de distocia

em partos anteriores.
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Figura 3. Acompanhamento gestacional ultrassonografico. Verifica-se
desenvolvimento gestacional em diferentes idades: Gestacdo em terco inicial
(quadrante A e B), terco médio (quadrante C e D) e terco final (quadrante E e

F).
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4.7. Analise estatistica

A andlise estatistica utilizou o programa SAS 2002, para realizacdo da em
nivel de 5% de confiabilidade, buscando comparar os resultados in vitro de cada
um dos testes laboratoriais com os indices de gestacdo das fémeas inseminadas
com a amostra seminal equivalente.

Para analise dos dados obtidos em relacdo a motilidade, vigor e integridade
de membrana, foi utilizada média das variaveis, a analise de variancia (ANOVA).
Enquanto, no caso do teste de ligacdo os dados obtidos foram expressos em
escores de graduacao o que exigiu a utilizacdo do teste qui-quadrado.

O indice de correlacdo entre cada um dos testes avaliados foi realizado,
buscando associar os testes entre si, podendo ser observado que com a

proximidade dos valores 1, maior € a significancia da correlacdo entre as vaiaveis.

4.8. Delineamento experimental
4.8.1. Avaliacdo 1 — Avaliacdo do tempo de refrigeragdo no parametro in vitro
de qualidade seminal em cées.
OBJETIVO: verificar o efeito dos diferentes periodos de refrigeracdo na qualidade
da amostra seminal in vitro.
O sémen fresco, bem como as amostras refrigeradas por 24, 48 e 72
horas, apés o reaquecimento foram avaliadas quanto a motilidade e vigor
espermaético, integridade de membrana e teste de ligagédo odcitaria. As avaliacbes

foram realizadas de acordo com a metodologia descrita anteriormente neste
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estudo objetivando-se em avaliar a acdo do processo de refrigeracdo no sémen

por diferentes periodos.

4.8.2. Avaliacdo 2 - Avaliacdo do tempo de refrigeracdo do sémen canino no
indice gestacional de cadelas inseminadas artificialmente.
OBJETIVO: verificar o indice gestacional (teste in vivo) de cada processamento
das amostras.

O sémen fresco bem como as amostras refrigeradas por 24, 48 e 72 horas,
foram utilizadas para inseminacéo de fémeas pré-definidas em periodo ovulatério,
como descrito na metodologia deste estudo.

O indice de sucesso foi avaliado de acordo com o numero de fémeas
gestantes, e o periodo gestacional foi acompanhado ultrassonograficamente até o

momento do parto.

4.8.3. Avaliacao 3 — Correlacdo entre os testes laboratoriais (in vitro) e indices
gestacionais (in vivo) como parametro para predicdo da qualidade
seminal.

OBJETIVO: comparar e correlacionar os resultados de motilidade e vigor
espermaticos, integridade de membrana (utilizando-se teste hiposmotico) e teste
de ligagdo oocitaria das amostras seminais em diferentes periodos de
refrigeracdo com os indices de gestagao das fémeas inseminadas.

Todas as amostras de sémen diluido eram pareadas (duas porcoes
idénticas) e submetidas a refrigeracdo pelo mesmo procedimento e tempo. De

acordo com o grupo experimental, as amostras eram reaquecidas e, enquanto
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uma delas servia a inseminacao artificial da fémea, a outra foi utilizada para os
testes laboratoriais. No caso do sémen fresco, o mesmo procedimento foi
realizado com excecédo do processo de refrigeracao.

Todos os resultados obtidos em cada uma das avaliacbes laboratoriais
foram correlacionados com os indices de gestacdo da cadela inseminada com a

mesma amostra analisada in vitro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Buscando associar o efeito do periodo de refrigeracdo com a qualidade da
amostra seminal in vitro, verificou-se que das 48 amostras seminais analisadas,
12 pertenciam ao grupo controle, ndo tendo estas sofrido acédo de refrigeracao,
neste caso a qualidade do sémen manteve-se elevada até o momento da
inseminacdo. Nas 36 amostras restantes verificou-se diminuicdo das taxas de
motilidade, vigor, integridade de membrana e ligacdo espermatica ao od0cito,
possivelmente pela acdo deletéria nas células espermaticas em resposta ao
processo de refrigeracdo. Este resultado foi ainda mais marcante, nas 12
amostras refrigeradas por 72 horas (tabela x).

Quanto a avaliagdo de motilidade espermatica, no inicio das avaliacbes
(com o sémen a fresco — grupo controle), verificou-se meédia de 97% de
espermatozoides moveis, 0 que € um indice alto e proximo ao maximo permitido
na analise seminal. De acordo com o periodo de refrigeracdo esses valores

mostraram-se decrescentes, passando a apresentar medias de 70% de motilidade
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as 24 horas de refrigeracdo, 44% as 48 horas e chegando ao indice bastante
baixo de 17% de espermatozoides moveis a analise de 72 horas.

Em relacéo ao vigor espermatico ao longo do periodo estudado, verificou-
se que em média o valor desse parametro caiu de indices que tendenciavam ao
valor maximo para resultados minimos possiveis para tal avaliacdo. No GC
verificou-se indices 5 para o vigor, passando ao indice médio de 3 as 24 horas de
refrigeracdo, 2 as 48 horas e atingindo indices 1 no grupo com 72 horas de
refrigeracao.

Sobre o0s dados obtidos para integridade de membrana plasmatica,
utilizando o teste hiposmotico, verificou-se queda progressiva e drastica se
comparada a outros estudos da literatura. Inicialmente amostras seminais que
apresentavam média de 96% de membranas integras, atingiram 71% de
integridade as 24 horas, 31% as 48 horas e 13,5% as 72 horas de refrigeracéao,
indicando altos indices de lesdes esperméaticas provocadas pelo processo de
resfriamento.

Acompanhando o mesmo parametro, quanto a avaliacdo do teste de
ligacdo em odécitos homoélogos, verificou-se que o niumero de espermatozoides
ligados ao gameta feminino caiu com o processo de refrigeracdo. Inicialmente,
com o sémen a fresco, verificava-se indice 3 de ligacdo espermatica, o que condiz
com valores superiores a 50 espermatozoides ligados por oocito. Ao periodo de
24 horas obteve-se valores proximos a 2 na graduacdo estipulada para
capacidade ligante do espermatozoide. Estes valores oscilam entre 25 e 50
espermatozoides ligados. Com a evolucédo do tratamento as 48 e 72 horas, o
indice nulos de ligacédo espermatica foi marcante, chegando a atingir graduacéo 0

para interacao entre oocitos e espermatozoéides co-incubados. Os valores meédios
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bem como os desvios padrdo de cada variavel avaliada em cadé tempo de

refrigeracdo podem ser melhor visualizados na tabela 1.

Tabela 1. Valores médios obtidos nas analises seminais de motilidade e
vigor espermatico, integridade de membrana plasméatica e teste de ligacéo

oocitaria, em diferentes tempos de refrigeracéao.

N Motilidade Vigor Integridade Ligacédo
Grupo Fémeas (N) s) (gs) g(s) g(sg)
IA com sémen 12 97.09% a 4.66 a 96.00% a 3.00 a
fresco (2.57) (0.49) (2.13) (0)
IA apés 24h de 12 70.00% a 3.00a 71.17% a 2.33a
refrigeracéo (3.02) (0) (3.18) (0.49)
IA apos 48h de 12 44.58% b 233b 31.00% b 0.83b
refrigeracéo (3.34) (0.49) (3.42) (0.38)
IA apés 72h de 12 17.92% c 1.00 ¢ 13.50% c 0 c
refrigeracéo (2.57) (0) (2.68) 0)

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca estatisticamente

significativa ao nivel de 5% (p < 0,05).

Os resultados obtidos neste estudo séo inferiores aos verificados em
trabalhos semelhantes, que utilizaram também o diluidor a base de leite
desnatado, naqueles trabalhos, apos 72 horas de refrigeracdo, o indice de
motilidade era de 60%, com vigor 2 e 70% das membranas plasmaticas dos
espermatozoides integras, aguele estudo porém nao realizou nenhum tipo de
teste que avaliasse a interacdo entre odcitos e espermatozoides (CUNHA &
LOPES, 2000).

Mendonc¢a (2010) também relatou que em avalia¢cdes visando comparar

diluidores com gema de ovo ou diferentes concentracdes de leite, a queda nos
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indices de motilidade espermatica e integridade de membrana também
mostraram-se menos graves que nos dados obtidos neste estudo, em média,
apos o periodo de 72 horas de refrigeracdo, tais resultados mostravam-se
proximos 60% de motilidade espermatica e 70% de integridade de membrana,
concordando com o estudo Cunha e Lopes (2000).

Nos varios estudos ja realizados sobre a refrigeracdo de sémen de céo, a
motilidade foi muitas vezes considerada um indicador da viabilidade dos
espermatozoides e, como tal, era o parametro de referéncia na avaliacdo da
amostra. Na maioria desses estudos, a motilidade da amostra foi avaliada durante
4 dias e os resultados obtidos no 4° dia variaram de 4 a 80%. Esta variacao tao
ampla pode ser devida a varios fatores, incluindo: diferencas da motilidade da
amostra inicial (antes de qualquer processamento); diferencas na composicéo dos
diluidores; diferencas nos métodos de avaliacdo da motilidade (se objetivos ou
subjetivos); e diferencas nos procedimentos de conservacdo, tais como
temperatura ambiental no momento de reaquecimento e analise da amostra,
concentracdo espermatica, remocdo ou ndo do fluido prostéatico
(PONGLOWHAPAN et al, 2004).

Quanto a avaliacéo da funcionalidade de membrana uma vez submetida ao
teste hiposmotico, sabe-se que as membranas dos espermatozoides sé&o
extremamente ricas em acidos graxos polinsaturados, o que as torna muito
susceptiveis a peroxidacao lipidica. Este fato € reforcado, quando em condi¢bes
experimentais 0s espermatozoéides ficam expostos a uma concentracdo de
oxigénio muito superior, comparativamente as suas condi¢bes fisiologicas
normais (BECCAGLIA et al, 2008). A peroxidacdo da bicamada lipidica das

membranas plasmaticas leva a alteracées metabdlicas e altera as lipoproteinas,



74

conduzindo a perda parcial ou total da funcionalidade das membranas das células
esperméticas (BECCAGLIA et al, 2008 e MONTEIRO et al, 2009). Os resultados
deste estudo sugerem que o diluidor utilizado, nas condi¢cdes deste experimento,
confere protecdo as membranas durante o processo inicial da refrigeracdo. No
entanto, de Rota et al. (1995) verificaram que em relacdo ao indice de
peroxidacdo lipidica, o diluidor tris-gema apresentava melhor resultado de
protecdo quando acrescido ao sémen.

Os estudos utilizando o teste de ligacgdo como método de avaliacdo do
processamento seminal sdo restritos para espécie canina, possivelmente pela
dificuldade de obtencdo dos odcitos e estrutura laboratorial para realizacdo do
teste. Dados disponiveis na literatura, por vezes utilizam o teste para comparacao
de amostras ap0s o processo de congelamento e descongelamento, como o
verificado por Ivanova et al (1999) que indicou ser este teste um bom parametro
para definir a qualidade da amostra.

Os testes de ligacdo oocitaria exigem menor tempo para realizagdo do que
os testes de fertilizacdo in vitro visto que ndo ha a necessidade de maturar o
odcito, isso pode tornar—se uma vantagem para avaliacdo de forma mais rapida
de uma amostra seminal. A ligacdo e penetracao do espermatozdide na zona e/ou
ooplasma mostrou-se intimamente associada a motilidade esperméatica (Hay et
al., 1997).

Em geral, poucos estudos avaliam os resultados do teste de ligacdo em
comparacdo com o tempo de refrigeracdo da amostra, porém os resultados
obtidos neste trabalho permitiram verificar que da mesma forma que 0s outros
testes apresentaram queda de resultados com o processo de refrigeracédo, os

indices de espermatozoides ligantes também foram bastante inferiores no periodo



75

de 48 e 72 horas de refrigeracdo, o que pode sugerir a importancia desta
avaliacdo na predicao da qualidade seminal.

A semelhanca de varios estudos realizados em relacdo ao sémen canino e
sua conservacao por refrigeracdo, no presente estudo, a motilidade e o vigor das
amostras diminuiram ao longo do tempo, bem como os indices de integridade de
membrana e ligacdo oocitaria. Estes dados sugerem que a refrigeracdo determina
a diminuicdo do metabolismo espermatico e ndo a quiescéncia, como é o caso do
congelamento, desta forma, o decréscimo de fertilidade verificado pelo aumento
do tempo de armazenamento pode ser atribuido a alguns fatores, como o
acumulo de metabdlitos, resultantes do metabolismo dos espermatozoides, que
podem levar a alteracdes de osmolaridade e pH no diluidor e que por sua vez tém
influéncia na funcionalidade da célula espermatica, acabando por prejudicar a sua
funcdo. Outra razdo possivel é a deplecdo do substrato energético no meio. Estas
hipéteses séo reforcadas pelo estudo de Verstegen et al. (2005) que observaram
que em periodos de refrigeracdo de até 96 horas, os espermatozéides
apresentavam recuperacdo consideravel da motilidade progressiva apés
substituicdo do diluidor diariamente. No caso de diluidores a base de leite
desnatado, quando preparado com os devidos cuidados, o sémen de céo diluido
e refrigerado, facilmente se mantém viavel durante 24 horas e, dependendo da
técnica usada, pode permanecer viavel durante 5 dias (Feldman & Nelson, 2004).
Neste estudo concluimos que os valores médios de todos os testes realizados,
apesar de relativamente melhores ao periodo de 24 horas, seria ainda possivel
sua utilizacao apos as 48 horas iniciais de refrigeracéo, apesar dos indices ja se

apresentarem reduzidos.
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Estes dados concordam com os resultados obtidos no momento em que
avaliou-se o efeito do mesmo periodo de refrigeracdo no indice gestacional das
cadelas inseminadas com as amostras seminais. Na inseminacao artificial com
uso de sémen refrigerado, a avaliacdo que possivelmente tenha maior capacidade
predizer a qualidade da amostra seminal apds o reaquecimento € o indice de
gestacao das fémeas inseminadas. Como ja foi descrito neste estudo, a avaliacao
de testes in vivo sao dificultadas pela necessidade de obtencdo de um grande
namero de gestacdes que possam conferir resultados confiaveis para a avaliacao
a ser feita.

Neste estudo as fémeas inseminadas com amostras de sémen fresco ou
refrigerado por 24 horas apresentaram indice de 100% de gestacéo, desta forma,
das 24 fémeas inseminadas obteve-se 24 gestacdes positivas. Porém no grupo
de fémeas inseminadas com amostras refrigeradas por 48 horas, 2 das 12 fémeas
utilizadas nao apresentaram gestacao positiva, indicando média 83% de sucesso
de gestacdo. Em relacdo ao sémen refrigerado por 72 horas, verificou-se indice
de gestacdo nulo, ou seja, nenhuma das 12 fémeas inseminadas concebeu.
Esses dados indicam queda significante na qualidade seminal acompanhado de
gueda da capacidade fecundante das amostras refrigeradas por 72 horas.

Estudos ja demonstraram que a inseminacado artificial com sémen fresco
apresenta resultados similares aos obtidos pela monta natural, e que estes podem
oscilar entre 85 até 100% de sucesso (DAURIO et al, 1987 e PEREIRA et al,
2001). No caso desse estudo, o resultado da inseminagdo com sémen fresco
concorda com esses dados, os indices de sucesso mostraram-se bastante

satisfatorios.
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Ao se tratar do sémen refrigerado, autores relatam que cadelas submetidas
a inseminacao artificial com sémen refrigerado por 24 e 48 horas, apresentaram
indices gestacionais de 100% as 24 horas de refrigeracdo e 90% as 48 horas
(PINTO et al, 1999), dados também bastante proximos dos observados neste
trabalho. Estes relatos discordam do que preconiza Guérin (1998), pois segundo
estes autores a variacdo entre o sémen refrigerado por curtos periodos existem
se comparados com sémen fresco, podendo as taxas gestacionais com sémen
refrigerado, mesmo que somente por 24 horas, atingirem média de 70% (100).
Outros autores discutem ainda que quanto maior o tempo de refrigeracéo, pior a
qualidade do sémen apds o reaguecimento com consequente reducao na taxa de
gestacdo positiva apds a inseminacdo, sendo esta alteracdo verificada
principalmente em amostras refrigerada por periodos de 72 e 96 horas, ou mais
(SILVA et al, 2003).

Estas variagcbes de resultados apresentados na literatura podem estar
relacionadas com a diferenca no processamento da amostra, bem como da
qualidade do sémen no momento em que foi refrigerado. Além disso, deve-se
considerar que 0 processo gestacional tem total envolvimento da fémea, o que
pode alterar o resultado da avaliacdo do sémen.

Com relagdo ao numero de inseminacgdes a ser realizado, Uchoa (2001) e
Silva (2002) sugerem a realizagéo de 2 inseminagdes, em geral com intervalos de
1 dia entre elas. Esse protocolo € recomendado principalmente no caso de
inseminacdes com sémen fresco ou congelado. Neste estudo optou-se por
realizar uma inseminacdao artificial inica, independente do tempo de refrigeracéo
do sémen, e para seguir o delineamento experimental, no grupo que nao sofreu

tratamento de refrigeracdo (sémen fresco) também foi realizada uma Unica
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inseminacdo. A principio, ndo ha indicativos de que os dados obtidos nas
inseminacdes realizadas uma Unica vez tenham relacdo com resultados
gestacionais negativos, uma vez que lguer-Ouada (2001) procederam da mesma
maneira, realizando inseminacdes uUnicas com sémen refrigerado, e obtiveram
indices satisfatorios e semelhantes a este estudo nas primeiras 48 horas,
demonstrando ainda resultados de até 50% de gestacdo mesmo apés 11 dias de
refrigeracao.

Avaliando-se ainda cada um dos testes realizados in vitro em comparacao
com o indice gestacional, de acordo com a correlagdo estatistica existente,
verifica-se que a motilidade e vigor espermatico, bem como as taxas de
integridade de membrana diminuem de acordo com o tempo de refrigeracdo, e
gue associado a este resultado as taxas de gestacdo também se tornam mais
baixas com o aumento do periodo de estocagem do sémen. No total das 48
fémeas inseminadas, 34 ficaram gestantes. As amostras seminais utilizadas para
inseminacao destas fémeas apresentava, em média: motilidade espermatica de
72%, vigor igual ou superior a 3 e porcentagem de membranas plasméaticas
integras de 68%. Enquanto as amostras seminais utilizadas nas 14 fémeas nao
gestantes apresentavam em média 21% de espermatozdides moveis com vigor 1

e 84% de membranas espermaticas lesadas (tabela 2)

Tabela 2: Médias e desvio padrédo de motilidade, vigor e integridade de

membranas espermaticas do sémen de acordo com o resultado de gestacéo

obtida apos IA em cadelas.
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Gestacdo cadelas (N) Motilidade Vigor Integridade
Negativa 14 21.79% a 121la 16.21% a
Positiva 34 72.1%b 3.38b 68.03% b

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca
estatisticamente significativa ao nivel de 5% (p < 0,05).

Em relacéo as taxas de ligacdo espermatica ao odcito in vitro, verificou-se
que gquanto maior o nimero de espermatozdides ligados ao od6cito, maior o indice
gestacional verificado quando a duplicata da amostra foi utilizada para IA.
Verificou-se que 70,82% das cadelas gestantes apresentavam indices
satisfatorios de ligacdo espermatozéide-odécito, enquanto indice nulo de ligacédo
espermética em células oocitarias foi associado com resultados de gestacao

negativos em 12 das fémeas inseminadas (Tabela 3)

Tabela 3. Numero de prenhes positiva de acordo com escore do teste de

ligacdo da amostra seminal utilizada para IA de cadelas.

Ligacéo N°/(% ) FEmeas gestantes N°/(%) FEémeas ndo-gestantes

0 00%) a 14 (29,16%)
1 10 (20,83%) b 0 (0%)
2 8(16,66%) b 0 (0%)
3 16 (33,33%) ¢ 0 (0%)

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca
estatisticamente significativa ao nivel de 5% (p < 0,05).

Os resultados deste estudo mostram que o indice de gestacao positiva das
fémeas inseminadas apresenta alta correlacdo com a motilidade e vigor
espermaticos, integridade de membrana e indice de ligacdo oocitaria, tanto no
grupo no qual se utlizou o sémen fresco como nos diferentes tempos de

refrigeracdo. Da mesma forma os indices gestacionais acompanham os
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resultados in vitro e ambos decrescem com o prolongamento do periodo de

refrigeracao (tabela 4).

Tabela 4. Correlacdo entre as variaveis analisadas na amostra seminal em

relacdo ao indice de gestacédo positivas das cadelas inseminadas.

Motilidade Vigor Integridade Ligacao Gestacdao
Motilidade —
Vigor 0.96** -
Integridade 0.98** 0.94** -
Ligacéo 0.96** 0.89%* 0.96** —
Gestacéao 0.77** 0.72** 0.72** 0.81** —

** Valores indicam correlagéo altamente positiva sobre as variaveis analisadas.

A dificuldade de correlacionar as avaliacdes in vitro com dados in vivo sédo
marcantes em pequenos animais, uma vez que estes estudos podem culminar em
gestacbes e filhotes indesejaveis. Apesar da subjetividade dos resultados
encontrados, e buscando reduzir nimero de gestacdes indesejaveis, inicialmente
a microscopia para avaliacdo de motilidade e vigor espermaticos eram o0s testes
mais comuns a serem utilizados. Ainda que nao seja o teste ideal, os resultados
desse estudo demonstraram que existe correlacdo entre as analises laboratoriais
e os indices gestacionais em cadelas. Estudos relacionados com outras espécies
também concordam com os dados aqui obtidos (KENNEY et al, 1975; VILLA et al,

2001 e LOVE, 2011).
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Na espécie equina, dados resultantes da avaliacdo por analise
computadorizada da motilidade e vigor espermatico apresentaram alta correlacéo
com indice gestacional. No mesmo trabalho, o aumento de células espermaticas
anormais, e consequiente queda na qualidade de movimento do espermatozoide
também foram associados com declinio da porcentagem de gestantes em
primeira estacdo de monta (LOVE, 2011). Para espécie canina, Mendonca (2010),
relatou relacdo entre a queda da qualidade de motilidade e vigor com o tempo de
refrigeracdo, concordando ainda com os resultados verificados neste estudo,
porém no referido estudo testes in vivo ndo foram realizados.

Embora a andlise computadorizada (CASA) venha sendo empregada em
laboratorios de reproducdo animal com resultados satisfatorios quando a
veracidade dos dados, neste estudo, devido a necessidade da realizacdo da
inseminacdo artificial e andlise das amostras nos testes in vitro no mesmo
momento, optou-se pela realizagdo apenas das analises subjetivas para
motilidade e vigor. A comparacédo de dados analisados de forma subjetiva e por
sistema computadorizado (CASA) ja foi avaliado e apresentou boas taxas de
correlacao entre os dois métodos (KUSTRITZ, 2007). Tais resultados satisfatorios
sdo bons para embasar a utilizacao de andlises subjetivas na rotina da clinica de
pequenos animais, tendo em vista que, na realidade, esses séo testes de acesso
mais simples e barato para o veterinario.

No estudo apresentado, verificou-se correlacéo alta e significativa entre os
indices de integridade de membrana e as taxas gestacionais. Esse resultado
corrobora com os resultados encontrados por Brito et al. (2003) para a espécie
bovina, e sugere que a lesdo das membranas espermaticas esta realmente

relacionada com a baixa fertilidade possivelmente devido a dificuldade de
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reconhecimento e ligacdo a zona pelltcida do odcito. Para que a interacdo entre
0S gametas masculinos e femininos se mostre satisfatoria, a funcionalidade
espermatica deve ser mantida o mais préximo de sua totalidade. Sabe-se que as
membranas espermaticas sao ricas em acidos graxos polinsaturados, tornando-se
muito susceptiveis a peroxidacao lipidica que ocorre devido ao envelhecimento e
estocagem de sémen (BRITO et al., 2003). A oxidacdo das membranas
plasmaticas leva a alteracbes metabdlicas e altera as lipoproteinas, conduzindo a
perda parcial ou total de sua funcionalidade dado este visto também em
membranas espermaticas (BECCAGLIA et al, 2008 E MONTEIRO et al, 2009).
Com relacdo aos testes de interacdo entre espermatozdides e od0citos,
realizados neste estudo, optou-se pela utilizacdo de od6citos homdlogos e recém
obtidos de cadelas ovariohisterectomizadas. O teste de ligacdo oocitaria foi
escolhido ao invés de testes de penetracdo ou de fertilizacdo in vitro, com objetivo
de agilizar o processo de avaliagdo evitando periodos longos de maturacdo e
fertilizacdo dos odcitos. Relatos do inicio dos anos 2000 sugeriram que 0s testes
de ligacdo a zona pellicida em od4citos previamente preparados podem ser
utilizados para avaliar o efeito dos diferentes métodos de tratamento espermatico,
como por exemplo, o processo de refrigeracdo seminal sobre a habilidade
fertilizante do espermatozdide canino (LARSSON & RODRIGUEZ-MARTINEZ,
2000). No processo de co-incubacdo entre espermatozoéides e odcitos deste
estudo, estes dados foram confirmados, uma vez que foi verificada correlacéo
altamente positiva entre o0 indice de espermatozodides ligados e as taxas de
gestacdo. Resultados semelhantes ja foram observados na espécie bovina, onde
os testes de ligacdo e penetracdo espermatica em odcitos homologos foram

apontados como um forte indicativo de fertilidade in vivo (VILLA et al, 2000).
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6. CONCLUSAO

- O processo de refrigeracdo por 24, 48 e 72 horas interfere
diretamente na qualidade seminal de cdes domeésticos, reduzindo a qualidade

espermatica de acordo com o aumento do tempo de refrigeragéo.

- O processo de refrigeragdo por 24, 48 e 72 horas interfere
diretamente no indice de gestacbes positivas de cadelas inseminadas com
amostras refrigeradas, diminuindo o nimero de cadelas gestantes ap6s 48h

de refrigeracéo.

- Os testes realizados in vitro (motilidade e vigor espermatico,
funcionalidade de membrana e teste de ligacéo oocitaria) possuem correlacao

positiva com os indices de gestacao de cadelas inseminadas.
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