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CONGELAGAO DE SEMEN CANINO COM DIFERENTES CONCENTRACOES
DE GEMA DE OVO E GLICEROL EM DILUIDORES A BASE DE TRIS
E AGUA DE COCO

CANINE SEMEN’S FREEZE WITH DIFFERENT CONCENTRATIONS OF EGG YOLK
AND GLYCEROL IN TRIS AND COCONUT WATER EXTENDERS

Alexandre Rodrigues Silvd Rita de Céssia Soares Cardo$o Lucia Daniel Machado da Silva

RESUMO after one week. A Tris extender superiority was shown at the
conservation of vigor (2.3t 0.8), total (14.8+ 5.1%) and

O objetivo do presente trabalho foi comparar os di-  secondary (14.4 5.5%) spermatic defects in the protocols with
luidores a base de agua de coco e a base de Tris na congelacdo 20% of egg yolk and 6% of glycerol. In all other protocols, there
do sémen canino, utitindo-se diferentes concentragbes de gema  were no significant differences for the observed parameters.
de ovo e glicerol. Cées Pastores Alemdes (n=5) tiveram seu These results suggest a superiority of Tris extender over the
sémen coletado por manipulagéo digital. Sua frac&o espermatica coconut water extender on canine semen freeze, in the use of them
foi avaliada quanto aos parametros macro e microscopicos e added of 20% of egg yolk and 6% of glycerol.
misturada para a formacéo de um pool de esperma que foi dilui-
do em agua de coco ou Tris, acrescidos de gema de ovo (10 ou Key words: semen, dog, freeze, coconut water, Tris,
20%) e glicerol (4, 6 ou 8%). Em seguida, congelado pelo método glycerol, egg yolk.
de NUNESet al. (1997), sendo descongelado a®G7apds uma
semana. Observou-se uma superioridade do diluidor a base de
Tris na conservagao dos parametros vigor (2,8,8), alteracdes INTRODUQAO
espermaticas totais (14t8%,1%) e secundarias (14:45,5%) no
par onde os diluidores foram acrescidos de 20% de gema de ovo . . . . . .
e 6% de glicerol. Nos demais protocolos, ndo se evidenciaram A inseminacéo artificial, utilizando sémen
diferencas significativas entre os dois diluidores, em nenhum dos congelado, pode Vvir a tornar-se uma arma de grande
parametros observados. Esses resultados sugerem uma superio- eficacia nas maos de médicos veterinarios e

ridade do diluidor & base de Tris em relacé@o ao diluidor a base iad . h L4
de 4gua de coco na congelacdo do sémen canino, no uso dos CE'a ores que praticam o melhoramento genetico em
mesmos acrescidos de 20% de gema de ovo e 6% de glicerol. cdes (LEES & CASTLEBERRY, 1977; SOUZA,
1985). Seu desenvolvimento resguarda 0s animais
do estresse causado pelo transporte para fins de
acasalamento e do risco de eventuais doencas
SUMMARY transmissiveis durante a copula, bem como favorece
The aimof the present research was to compare the a preservacgao de material de alto valor genético. Por
efficiency of coconut wateand Tris extenders on canine semen outro I_ado, og_testNes_ de _Congela_lgao_ de gametas e a
freezing. The semen from 5 German Shepherd dogs was collected posterior fertilizagéoin vivo ou in vitro podem
by digital manipulation. The spermatic fraction of differeiogs servir como base para as pesquisas em espécies

was e\{aluated about its macro apd microscopic paramgters and canideas em extingéo, como o Lobo Guara brasileiro
mixed in a pool. It was extended in coconut water or Tris, added

of egg yolk (10 or 20%) and glycerol (4, 6 or 8%). Then, it was (Chrysocyon brachyuruse a Raposinha do Campo
frozen by the method of NUNESal (1997) and thawed at 3¢ (Pseudalopex sp

Palavras-chave sémen, cdo, congelagdo, agua de coco, Tris,
glicerol, gema de ovo
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O sémen canino pode manter-se congela- poderia representar um diluidor eficiente, com uma
do por diversos anos, permanecendo potencialmenterelagdo custo/beneficio favoravel aos programas de
fecundante quando descongelado e utilizado em IA. inseminacgéo artificial no Brasil, sem custos adicio-
No entanto, para que se obtenha sucesso com a IA énais com diluidores importados (NUNES &
estritamente necessario o uso de um bom diluidor COBARNOUS, 1995).
que contenha nutrientes como uma reserva de ener- O objetivo do presente trabalho foi com-
gia, sirva como tampé&o contrapondo as alterages do parar o diluidor a base de agua de coco com o dilui-
pH, mantenha a pressdo osmética e a concentragdodor a base de Tris, na conservacdo da qualidade
de eletrolitos dentro dos padrdes fisiologicos do espermatica durante o processo de congelacdo do
sémen, previna o crescimento de bactérias, proteja asémen canino, utilizando-se diferentes concentracdes
célula do choque térmico durante o processo de de gema de ovo e glicerol.
resfriamento, e possua crioprotetores que reduzam
os danos as células espermaticas durante a congelaMATERIAL E METODOS
¢do e posterior descongelacdo (CONCANNON &

BATTISTA, 1989). Foram utilizados 5 cdes machos da raca

A congelacéo do sémen do céo foi primei- Pastor Alemao com média de 4,5 anos, pertencentes
ramente notificada por ROWSON (1954), mas um ao canil da Policia Militar do Ceard, submetidos as
maior aprofundamento no estudo desa biotécnica s6 mesmas condi¢cdes de manejo alimentar e sanitario.
foi possivel a partir da adaptagdo para a espécie Os animais foram alimentados uma vez ao dia com
canina de um meio diluidor a base de Tris-gema- racdo comercial e receberam agua a vontade. Sema-
glicerol (FOOTE, 1964; ANDERSEN, 1975), pri- nalmente, coletou-se aleatoriamente, de acordo com
meiramente desenvolvido para a congelacdo do a disponibilidade dos 5 animais experimentais, o
sémen bovinoQAVIS et al, 1963). sémen de dois ou trés cdes através da técnica de

A primeira comparacéo entre diluidores manipulacdo digital, no qual se separou o sémen em
do sémen de cées foi feita ggDOTE (1964). Des- suas trés fracbes (CHRISTIANSEN, 1986), com o
de entdo, diversas pesquisas foram empreendidas aauxilio de tubos graduados e um funil. A segunda
fim de avaliarem-se diluidores utilizados para a fracdo, rica em espermatozoides (spfe) retida
congelagdo do sémen do cdo, como: o Biociphos para avaliacdo e posterior congelagdo. Devido a
(SILVA & VERSTEGEN, 1995); o Tris coleta ter sido realizada no canil da PMCe, 0 sémen
(RODRIGUES, 1997) e o Laiciphos 478 (SILVA & foi imediatamente avaliado e acondicionado em
VERSTEGEN, 1995). Mais ecentemente, foram banho-maria a uma temperatura de aproximada-
desenvolvidos trabalhos relacionados ao uso de um mente 37C por cerca de 30 minutos, durante o
diluidor a base de agua de coco para a congelagéo dotransporte ao laboratério, onde se procedeu o pro-
sémen canino (MONTEZUMA JUNIORet al, cessamento.

1994); diluidor esse ja testado no sémen fresco de As caracteristicas macroscépicas (aspecto,
caprinos (RODRIGUESet al, 1994) e ovinos volume, viscosidade e cor) foram avaliadas logo
(SOUZAet al, 1994), nos quais foram obtidos valo- ap6s cada coleta de sémen. Avaliaram-se também a
res de motilidade espermatica de 21,1 e 59,2%, res- motilidade (percentagem de sptz moéveis) e o vigor
pectivamente, no sémen diluido em agua de coco espermatico, qualificado em escala de 0 a 5 (PLATZ
sob a forma de gel, apds 120 minutos de incubacdo a& SEAGER, 1977), através da microscopia o6tica
37°C; em suinos (TONIOLLI & MESQUITA, (100 e 400x). Para a analise morfolégica dos sptz,
1990), tendo sido verificada uma taxa de 86% de fez-se um esfregago de sémen corado pelo método
paricdo no uso do sémen diluido em agua de coco Diff-Quick (CONCANNON & DIGREGORIO,
estabilizada; e em capotes (MILITA@ d., 1994), 1986) modificado, avaliado através da microscopia
nos quais foi alcancada uma taxa de 88% de eclos&odtica (400x). As alteracdes morfoldgicas foram clas-
de ovos postos por galinhas inseminadas, utilizando- sificadas em primarias, quando relacionadas a pro-
se o referido diluidor. blemas de producé@o espermética no testiculo; e se-

A &gua de coco € uma solugdo natural e cundérias, quando relacionadas a problemas de ma-
estéril, composta de sais, proteinas, aglcares, vita- turacdo espermatica ou oriundos da manipulagéo do
minas, gorduras neutras, além de indutores da divi- sémen (SEAGER, 1986). A concentragdo espermati-
sdo celular e eletrdlitos diversos, fornecendo os ca foi determinada através de espectrofotometria
nutrientes necessarios para a conservacao de célulagCARDOSOet al, 1997).
espermaticas (BLUME & MARQUES Jr., 1994). A O diluidor a base de agua de coco consis-
agua de cocin naturg apoés corrigidos a osmolari-  tiu em uma solugdo composta por 50% de agua de
dade e o pH para o sémen da espécie respectiva,coco, 25%de agua destilada e 25% de citrato de

Ciéncia Rural, v. 30, n. 6, 2000.
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sodio a 5% (NUNES & COBARNOUS, 1995). O
diluidor a base de Tris caracterizava-se pela solugao
composta por 3,028g de Tris-hidroximetil-
aminometano, acrescida de 1,78g de acido citrico e
1,259 de frutose, diluidos em 100ml de agua destila-
da (RODRIGUES, 1997). A osmolaridade dos dilui-
dores foi ajustada para em torno de 305mOsm/L. Em
seguida, foram adicionados 10 ou 20% de gema de
ovo e 4, 6 ou 8% de glicerol aos diluidores, consti-
tuindo-se os protocolos a serem testados. Os diluido-
res foram fracionados em duas porgdes. A primeira
porcéo foi adicionada ao sémen &@# nao conti-
nha glicerol. A segunda continha o dobro da con-
centracao final de glicerol desejada, sendo adiciona-
da ao sémen £@.

Apés andlise individual, as fracbes es-
permaticas obtidas no mesmo dia foram misturadas,
dando origem a urpool de esperma (n=5 por proto-
colo testado), o qual variava aleatoriamente quanto
aos cdes doadores, a cada nova congelac@oolO
de esperma foi diluido conforme o protocolo expe-

Tabela 1- Avaliacdo do sémen a fresco dos cédes utilizados no

experimento.

Parametros avaliados Média + DP
Volume da 2 fragéo (ml) 32 t 1,4
Concentragao (n° de sptz x°Afl) 7194 + 3145
Motilidade (%) 95,7 + 5,6
Vigor (0 - 5) 4,8 + 0,4
Alteracdes morfoldgicas totais (%) 24,7 + 151
AlteragGes Primarias (%) 3,1 + 3,8
Alterag8es Secundarias (%) 215 + 139

ejaculados como excelentes, possibilitando sua utili-
zagao no processo de congelacdo (DOBRINZKY
al., 1993; SILVA & VERSTEGEN, 1995).

Para cada protocolo, foram realizadas 5
repetices, totalizando um numero de 60 congela-
¢des de sémen canino ao final do experimento. Os
resultados da anélise microscopica do sémen apés

rimental adotado e, em seguida, processado segundodescongelacao encontram-se expressos na tabela 2.

0 método de NUNESt al. (1997). Esse método
consistiu em fazer uma primeira diluicdo a°G7
seguida de um periodo de resfriamento até que a
amostra atingisse®@, quando foi feita a segunda
diluicdo e o envase em palhetas der|5Por fim,

Nos pares de protocolos de diluicao testa-
dos, dentre os quais a Unica variavel foram os dilui-
dores a base de agua de coco ou de Tris, foram ob-
servadas diferencas significativas apenas no par em
que os diluidores foram acrescidos de 20% de gema

foram feitas a exposicdo das palhetas ao vapor de de ovo e 6% de glicerol (AC.20.6 e T.20.6). Neste

nitrogénio a —6%C por 5 minutos e o acondiciona-
mento em botijéo criobioldgico a —1'@6 Apds uma

par, o diluidor a base de Tris promoveu uma melhor
conservacao do vigor espermatico, notando-se tam-

semana, fez-se a descongelacdo em banho-maria aém uma menor incidéncia de alteragdes morfol6gi-

37°C (SILVA et al, 1998), procedendo-se novas
avaliacbes de motilidade, vigor e alteragbes morfo-
l6gicas espermaticas.

Para a determinacdo da média e desvio
padrdo dos diferentes parametros estudados, foi
utilizada a estatistica descritiva. Os protocolos utili-

zados foram agrupados dois a dois, sendo que, emsegundo ANDERSEN
cada par, variavam apenas os diluidores, permane-

cas totais e secundariaspEovavel ter havido uma
atuacdo combinada do Tris, gema de ovo e glicerol
nessas concentragfes, superior a atuagdo do grupo
formado pelo diluidor a base de agua de coco.
RAVASZOVA et al.(1996) sugerem a utilizagdo de
6% de glicerol em um diluidor & base Tris, o qual,
(1972), FARSTAD &
ANDERSEN-BERG (1989) e LINDE-FORSBERG

cendo constantes as concentra¢gfes de gema de ovo & FORSBERG (1989) deve conter uma concentra-
glicerol. Para fins de comparacéo dos parametros de ¢éo final de gema de ovo em torno de 20%, para que

motilidade, vigor e alteracdes morfologicas, dentro
de cada par, foi aplicado o teste de Whitney-Mann,
sendo os resultados considerados significativos
quando P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Macroscopicamente, a segunda fragdo dos

haja uma protecdo eficaz das células espermaticas
durante o processamento, 0 que poderia justificar a
melhor atuac&o do diluidor a base de Tris no referido

par de protocolos.

Evidenciou-se uma maior incidéncia de
alteracdes primarias espermaticas no uso do diluidor
T.20.8, quando comparado ao AC.20.8. Entretanto,
essas alteracdes ndo receberam influéncia dos dilui-

ejaculados apresentou cor branco opalescente edores, visto serem oriundas de problemas causados
viscosidade leitosa. Essas caracteristicas, associadasiurante a produgdo espermatica no testiculo do céo
aos parametros microscopicos expressos na tabela 1,(SEAGER, 1986).

mostram que o sémen fresco estava dentro da nor-

malidade para a espécie canina (CHRISTHIANSEN,
1986). Os valores obtidos permitiram qualificar os

Segundo ENGLAND (1993), a motilidade
espermatica é o principal parametro microscopico
avaliado no sémen descongelado para se determinar

Ciéncia Rural, v. 30, n. 6, 2000.
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Tabela 2 - Motilidade, vigor e alteragdes morfologicas espermaticas no sémgnuso dos diferentes protocolos com o
canino apés a descongelagao, utilizando-se diluidores a base de ég“?‘i&lﬁidor 3 base de égua de coco ndo
coco (AC) e Tris (T), com diferentes concentracdes de gema de ovo ( o ~ ~
ou 20%) e glicerol (4, 6 ou 8%) (Comparagdes entre protocolos dentﬂponselhaN a Ut'“.z,a.Qa.O dO. sémen em
de um mesmo par). Inseminacoes artificiais pois, segundo

CONCANNON & BATTISTA (1989),

necessita-se de pelo menos 30% de sptz

Protocolos  Motilidade Vigor Alterag6es morfolégicas P
) © ¢ ) ¢ ) g moveis. _ ) ’
Tal qual o Tris, a acdo da agua

Priméarias  Secundarias Totais de coco como diluidor para o sémen de

cdes pode ter sido prejudicada pela de-

AC.10.4* 00+10F 14+15 02:04 290:3F 20237 mora no |n|C|o,do processamento. Dessa
T.104* 380+256 18+10 08+08 260+147 268+145  forma, € possivel que modificacdes na
AC.10.6* 11,0+12,8 1,0+1,0 12+27 344+10,2 356+12,7 metodologia adotada, como o inicio
T.10.6* 34,0£27,0 2,015 18£27 19,2+232 23,0:21,F imediato do processamento apés a cole-
Afilc]OéB* Zg'gi ?523 g'gi (1"2: i’gi i'i 53'2* ﬁ'g ggrii ig'i: ta, venham a contribuir para o sucesso da
.10.8* ,0£ 19, 61, A4x1, 6+ 11, A4+ 13, 5 il il
AC.204* 190+230 12:0.8 08+13 246147 254+153 congelacgéo utilizando-se ambos os dilui-
T204* 46,0+134 16+08 16:1,7 220+81 2367, dores testados. ,
AC.20.6* 14,0204 08+04 0204 276£6F 278+6F Outro fator importante a ser
T.20.6* 39,0+23,0 23x08 04:0% 144+55 14,8+571 considerado é a resisténcia individual de
AC.20.8* 18,8+20,9 1,804 0,0+0,00 24,6+10,9 24,6+10,9 alguns cées ao dano espermatico oriundo
T.20.8* 350+16,6 2,1+04 2,2+2,1° 380+11,8 402+123 do processo de congelagdo (DAVIES,

1982), o que pode ter exercido alguma
Letras diferentes na mesma coluna, dentro do mesmo par, implicam diferenca d8fluéncia sobre a qualidade dos dife-
tistica significativa (p < 0,05). rentes pool de esperma utilizados nos
*n=5 protocolos de diluicéo testados, visto ter
sido observada através dos altos valores
0 sucesso no processo de congelacdo. Nesse conde desvio padrdo uma grande heterogeneidade dos
texto, nédo tendo sido evidenciadas diferencgas dentro resultados. Sendo, talvez, possivel melhores resulta-
dos pares de protocolos quanto a este parametro, €dos com a utilizacdo do sémen de individuos isola-
sugestivo que os dois diluidores tenham uma efici- dos, cuja congelabilidade tenha sido previamente
éncia semelhante na conservacao do mesmo, durantetestada.
a congelagdo do sémen do cdo, em qualquer das Os resultados deste experimento sugerem
combinagGes testadas. uma superioridade do diluidor a base de Tris em
De um modo geral, a motilidade esper- relagio ao diluidor & base de agua de coco na con-
matica verificada no uso do diluidor a base de Tris gelacdo do sémen do cdo acrescidos de 20% de
nos diferentes protocolos esta abaixo dos valor de gema de ovo e 6% de glicerol, quanto aos parame-
60% de sptz méveis obtido por FARSTAD &  rgs de vigor, alteragdes espermaticas totais e secun-
ANDERSEN-BERG (1989), MORTON & BRUCE darias. Nos demais protocolos nao se evidenciaram
(1989), e SILVA & VERSTEGEN (1995) no uso o giterencas estatisticas significativas entre os dois

mesmo diluidor base para o sémen do c&o. Prova- i idores, em nenhum dos parametros observados.
velmente, o periodo de transporte do sémen desde o

canil, onde foi feita a coleta, até o laboratério, acar-
retou uma demora no inicio do processamento, o que
pode tzr d|m|nU|_do as res,er\_/as meéab()“cas.doj szjz’ ANDERSEN, K. Fertility of frozen dog semen. Acta
tornando-0s mais suscetiveis aos danos oriundos do  yeterinaria Scandinavica,v.13, p.128-134,1972.
resfriamento, congelacdo e descongelacéo.

Segundo MONTEZUMA Jret al. (1994), ANDERSEN, K. Insemination with frozen semen based on a new
a égua de coco é um meio que pode ser utilizado na insemination techniqueZucthygiene,v.10, n.1, p.1-4, 1975.
congelagéo do sémen de cées. Esses autores obtiveg, yvg, H., MARQUES JUNIOR, AP. Avaliagio da agua de
ram valores em torno de 50% de sptz méveis apds a  coco no cultivo e criopreservagido de embrides murideos.
descongelacéo. Entretanto, sua metodologia de con-  Revista Brasileira de Reprodugdo Animal,v.18, n.3-4,
gelacdo preconizava o inicio do processamento do ~ P-97-104,1994.
sémen imediatamente apés acoleta. ~ CARDOSO, R.CS., SILVA, AR, SILVA, LD.M. Relagdo

A motilidade esperméatica média pos- entre o espectrofotometro e a camara de Neubauer na deter-
descongelacao, obtida no presente experimento, com  minagéo da concentragéo espermatica do sémen canino. In:
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