UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

EFEITO DA CURVA DE REFRIGERACAO NA QUALIDADE DO SEMEN CANINO

MARIANA GOBBATO NEULS

PORTO ALEGRE
2007



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

EFEITO DA CURVA DE REFRIGERACAO NA QUALIDADE DO SEMEN CANINO

MARIANA GOBBATO NEULS

Médico Veterinario

Dissertacao apresentada como requisito parcial
para a obtencdo do Grau de Mestre em Ciéncias
Veterinarias na area de Biotécnicas de

Reproducao Animal.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Macedo Gregory

PORTO ALEGRE

2007



AGRADECIMENTOS

\

A realizagdo deste trabalho somente foi possivel gracas a colaboragdo de muitas pessoas,
agradego de coragdo a todas elas que de alguma forma colaboraram para sua realizagdo e conclusdo.

Ao programa de Pos-Graduagdo da Faculdade de Veterindria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul pela oportunidade da realizacdo do trabalho

Ao Prof. Dr. Ricardo Macedo Gregory, professor, orientador e amigo, por toda sua dedicagdo,
paciéncia, a grande ajuda para que este trabalho fosse realizado e concluido.

Ao Prof. Dr. Rodrigo Mattos, por todas suas explicagies e orientagies durante todo o processo.

A Dra. Marianne Gregory que muito ajudou em todo o experimento, dedicou seu finais de
semana do verdo para que tudo ocorresse de forma adequada, e me motivou para que o trabalho fosse
feito e concluido

A aluna Joana Gregory por toda ajuda e explicacdes antes e durante o experimento.

Ao Dr. Alexandre Craveiro, que deu todo suporte emocional, e trabalhou muito em nossa clinica
para compensar meus periodos de auséncia.

A toda equipe da Fertivida Clinica Veterindria, pelo trabalho extra durante a minha auséncia, e
por agiientar todo meu mau humor durante o transcorrer do processo até sua conclusdo

A todas as pessoas do REPROLAB, pela ajuda e suporte, especialmente aos alunos Gabriel
Monteiro Davolli e Giovani Casanova Camozzato, sua colaboragdo foi fundamental para que o
experimento se realizasse. E ao Andrei BesRow pela ajuda com o diluente e organizagdo do material.

A amiga Amy Downing e ao Dr. Helio Autran de Morais que colaboraram para que o artigo
fosse escrito na lingua inglesa

Ao amado Alexandre Tarso que ajudou e ficou ao meu lado durante todo o processo de
finalizagdo por sua paciéncia e compreensdo

Aos meus familiares que sempre me apoiaram e torceram por mim em mais esta etapa da minha
vida

Ao canil Infinittus Kennel, sua proprietdria e seus funciondrios que disponibilizaram seu tempo
e cdes para que o experimento fosse realizado

Principalmente aos cdes que foram usados, afinal sem a tolerdncia das fémeas utilizadas como
‘teaser” para as coletas e aos machos que tanto colaboraram para que o tudo fosse realizado de forma

correta e dgil, este trabalho ndo passaria de um projeto



SUMARIO

2.1
2.1.1
2.1.2
2.2
2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.2.4
2.2.5
2.3
2.4

INTRODUCAO

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Inseminacdo artificial

Inseminagéo artificial com sémen in natura
Inseminagé&o artificial com sémen resfriado
Avaliacdo do sémen canino

Motilidade espermatica e Vigor
Concentracéo

Morfologia

Funcionabilidade de membrana
Integridade de membrana

Diluidores para resfriamento de sémen
Resfriamento do sémen canino

ARTIGO

CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10
11
12
12
12
13
14
16
18
32
32



LISTA DE ABREVIATURAS

AKC — American Kennel Club

ATP - Trifosfato de Adenosina

CFDA - Corantes de Acetato de 6-carboxifluoresceina

ICSB - International Canine Sémen Bank

Kg - Kilograma

LH — Hormdnio Luteinizante

LIN - Linearidade do Movimento dos Espermatozoides VAP — Padrdo Médio de Velocidade Espermatica
ml - Mililitros

mOsm - miliosmol

ng - nanograma

pH - potencial de hidrogénio

Pl — lodeto de Propidio

STR - Sobreposi¢do de Deslocamento Retilineo e do Deslocamento Curvilineo
VSL - Velocidade de Deslocamento em Linha Reta

VCL - Velocidade de Deslocamento Curvilineo

TRIS - Trhidroxiaminometano



LISTA DE TABELAS

Table 1. Average value (Average) and stander deviation (E.D.) found 5 collections of the
dogs for each of the evaluated parameters ..........cooiiiiiiiii e 25

Table 2: Percentage of motility and vigor of the chilled semen using slow chilling curve at
different evaluated tIMES.. ... ...ouuie it e e e e e e e e e e 25

Table 3: Percentage of motility and vigor of the chilled semen using fast _chilling curve at
different evaluated tIMES .......ovvieiie ittt e e e e e e e e e e a0 2D)

Table 4: Percentage of function membrane (HOST) and plasma membrane integrity (P1M)
of the chilled semen in slow chilling rate at the different evaluated times .................... 26




1. Introducgéo

A selecdo dos padreadores a serem utilizados na cinofilia vem se aprimorando
cada vez mais. A dimensdo do Brasil gera custos muito altos para transportar os caes
destinados a reproducao.

Uma técnica de reproducéo assistida largamente utilizada € a inseminacao artificial
com sémen “in natura”, quando o macho e a fémea encontram-se no mesmo local. Nos
casos em que a fémea e 0 macho encontram-se em lugares distantes, o emprego do sémen
resfriado a 5° C permite o armazenamento e transporte de células espermaticas, reduzindo
custos e evitando o deslocamento dos animais (ROTA et al, 1995; CUNHA 1997;
MAGNAGO, 2000).

Apesar de suas vantagens a refrigeracdo apresenta limitagcdes no que diz respeito a
viabilidade espermatica pois, em baixas temperaturas e em longos periodos de tempo, 0
espermatozdide sofre perdas metabdlicas e lesdes que diminuem sua capacidade de
fecundacdo (CUNHA, 1997).

Estudos aprimorados das técnicas de preservacdo do Sémen canino Sao
fundamentais, principalmente no que diz respeito ao diluente e velocidade de resfriamento
que minimizem lesdes na membrana espermatica e mantenham uma boa motilidade dos
espermatozdides.

Este estudo objetivou avaliar o efeito de um diluente submetido a duas diferentes
curvas de resfriamento, sobre as caracteristicas morfofisioldgicas do sémen resfriado por

até 48horas.

2. Revisao Bibliografica

2.1 Inseminagdo artificial

A primeira inseminacdo artificial com sémen fresco na espécie canina, foi relatada
em 1780 por Spallanzani, resultando no nascimento de trés filhotes vivos (MIES FILHO,
1987).



A inseminacdo artificial na espécie canina com sémen fresco é a técnica mais
utilizada em substituicdo a monta natural, especialmente em casos onde a monta nao é
possivel devido a fatores comportamentais, fisicos, sanitarios e até mesmo geograficos.

Na década de 50, uma gestacdo decorrente de inseminagéo artificial com sémen
canino preservado em leite pasteurizado e refrigerado por sete dias foi descrita por Harrop
(1956).

Atualmente, a forma mais empregada de inseminacdo artificial em cées é feita com
sémen in natura (FELDMAN e NELSON, 1996), entretanto outras formas também
empregadas s&o a inseminagdo com sémen refrigerado, ou congelado.

A partir de 1986, o American Kennel Club (AKC) comecou a registrar ninhadas

oriundas de acasalamentos através de inseminacdo com sémen refrigerado.

2.1.1 Inseminacédo artificial com sémen in natura

A inseminacdo artificial com sémen in natura é a forma mais empregada em cées e
é feita por inUmeras razdes, mais comumente, devido a inabilidade do macho ou da fémea
de efetuar a monta natural. Nas fémeas encontramos restricbes vaginais, defeitos de
conformacao, afeccdes de membros posteriores, problemas psicoldgicos e dor. No macho,
devido afeccOes gerais, artrites, dores na coluna, ejaculacdo precoce e defeitos de
conformacdo que impecam a penetracdo e formacdo do “nd” para um acasalamento
natural. A inseminacdo também é escolhida quando existe diferenca de tamanho muito
grande entre os animais. De acordo com Feldman e Nelson (1996) este tipo de inseminacéo
quando realizada de forma e momento adequado, alcanca indices de concepcédo entre 75 a
80%.

O sémen canino utilizado in natura deve ser imediatamente introduzido no trato
genital feminino através de uma pipeta apropriada, sendo sua deposicao feita no fundo
vaginal (CHRISTIANSEN, 1988). A dose inseminante de sémen “in natura’, necessaria
para se obter bons indices de prenhez varia de 150 a 200 milhdes de espermatozdides, num
volume compativel com o tamanho da fémea, variando entre 1,0-30,0 mL (LINDE-
FORSBERG ET AL.,1999).



2.1.2 Inseminacdo artificial com sémen resfriado

O uso de sémen resfriado € também indicado quando o macho esta geograficamente
distante da fémea a ser acasalada.

O resfriamento é um processo de preservacdo do sémen a baixa temperatura, em
torno de 4° C, durante um tempo determinado (FELDMAN e NELSON, 1996;
CHRISTIANSEN, 1988; LINDE-FORSBERG et al., 1995).

O diluente € adicionado ao sémen com a funcéo de proteger a membrana celular do
espermatozéide e evitar lesbes durante todo processo, e protegendo assim, dos danos
fisicos que possam ocorrer durante o transporte do material inseminante. Outras fungfes do
diluente sdo provimento de nutrientes, bem como auxiliar na manutencdo do pH do meio
(LINDE-FORSBERG, 1991).

Os diluentes mais utilizados para resfriamento do sémen canino, sdo:_Tris-gema,
Citrato-gema, leite desnatado, citrato-bicarbonato-gema e leite (CONCANNON e
BATTISTA, 1989). Atualmente, nos Estados Unidos, sdo muito usados os diluentes
comerciais como: Synbiotics, Camelot Farms, International Canine Sémen Bank-1CSB.

A diminuicdo da temperatura provoca muitas alteracbes bioldgicas podendo os
espermatozdides sofrer com o choque térmico, afetando os padrGes de motilidade,
membrana plasmatica e acrossoma (JASKO, 1994). Ja estudos realizados por Kumi-Diaka
e Badtram em 1994, ndo evidenciaram nenhuma alteragdo significativa da membrana
espermatica em sémen canino refrigerado. Para otimizar o indice de concepg¢do, England e
Ponzio (1996) indicam que é melhor que o sémen refrigerado canino seja usado em um
periodo de até 48hs ap0os a coleta.

Geralmente, o sémen canino é diluido na propor¢édo de 1 parte de sémen para 2 a 3
partes de diluente (HELD 1997).

Muitos fatores estdo envolvidos no sucesso da inseminacao artificial com sémen
refrigerado, incluindo a coleta do sémen, refrigeracdo adequada, determinacdo do
momento da ovulagdo e uma técnica apropriada de inseminag&o artificial.

O fracionamento no ejaculado do cédo foi primeiramente descrito por Freiberg
(1935), onde a segunda fragéo foi reconhecida como a fragcdo espermatica ou rica.

A primeira fracdo (pré-espermatica) é de aspecto aquoso com pH entre 6,2-6,5 e
volume entre 0,4 - 18mL e ocorre até os dois primeiros minutos da ejaculacdo
(JOHNSTON, 1991). Na sequiéncia, com duracdo de 30 a 60 segundos, é liberada a
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segunda fracdo espermatica de aspecto cremoso com pH entre 6,3 - 6,6 e volume de 0,5 a
3,5 mL (GUNZEL-APEL, 1994). A ultima fracdo é de origem prostatica e apresenta um
aspecto aquoso, sua liberacdo dura de 10 a 75 minutos com pH entre 6,5 - 7,0 e 0 volume
desta fracdo esta entre 1,0 — 15,0 mL (AGUIAR, 1994). No uso do sémen resfriado, deve-
se fazer a coleta do sémen realizando-se a separacdo das fases, coletando somente a
segunda fracéo, a qual sera adicionada o diluente.

O ciclo estral canino é muito longo e variavel entre as diferentes fémeas, a deteccéo
do melhor momento para cobertura, ou inseminacdo artificial € um importante fator para se
obter bons indices de fertilizag&o.

A monitorizacdo do nivel de progesterona serica € o método de elei¢cdo para
deteccdo da ovulacdo canina (LINDE-FORSBERG, 1995 ; FELDMAN e NELSON, 1996).
Os niveis basais de progesterona vdo de 0- 1,2 ng/mL de soro no anestro. No proestro,
estes niveis situam-se em torno de 4,5 ng/mL de soro. No momento do pico de LH, o nivel
de progesterona € de 1-2,5 ng/mL de soro, porém estes valores diferem entre cada
individuo, e continuam a aumentar até a ovulacdo que ocorre quando sdo detectados no
soro valores em torno de 5 ng/mL. Estes valores permanecem elevados durante o diestro,
quando os niveis podem chegar a 80 ng/mL de soro.

Ap0s detectada a ovulagéo, a fémea pode ser inseminada utilizando-se a técnica de
deposicédo vaginal do sémen. Apds a inseminacao, os membros posteriores da fémea devem
permanecer elevados por 5 minutos, para facilitar o transporte do sémen até o oviduto
(LINDE-FORSBERG, 1995).

Foote & Leonard (1964) citam como tempo maximo para 0 armazenamento do

sémen canino o periodo de 13 dias.

2.2 Avaliagdo do Sémen Canino

O objetivo da avaliacdo seminal é de conhecer a capacidade fecundante do sémen,
relacionado-a ao nimero de células estrutural e funcionalmente normais (WATSON 1990
e PENA, 1998).

Sdo descritos inimeros testes funcionais e estruturais para avaliacdo do sémen
(AMANN, 1989; ENGLAND e ALLEN, 1992; CUNHA et al, 1996; HEWUITT e

ENLAND, 1998), porém nenhum teste ou avaliacdo isolada é capaz de provar seguramente
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a capacidade fecundante de um ejaculado (AMANN 1989; PENA, 1997). A melhor

maneira de avaliar a fertilidade seria uma inseminacéo artificial resultando em gestacéo.

2.2.1 Motilidade Espermaética e Vigor

A motilidade espermatica é uma das principais caracteristicas a ser levada em
consideracdo na avaliacdo do sémen, sendo necesséria ao espermatozdéide para fertilizacéo.
Segundo Picket (1993), existe uma forte correlacdo entre motilidade e capacidade
fecundante do espermatozoide.

A exame da motilidade espermatica deve ser feita dentro de alguns minutos apés a
coleta, pois o tempo e a temperatura podem influencid-la, assim como o local de
armazenamento do sémen, ou o contato com produtos quimicos (ENGLAND e ALLEN,
1992). A avaliacédo pode ser feita de forma subjetiva, utilizando um microscépio optico, ou
por programas de computador.

Os movimentos dos espermatozdides ndo obedecem a um tipo Unico: ha elementos
que se deslocam para frente em linha reta (movimento progressivo), enquanto outros
descrevem uma circunferéncia (movimento circular) e finalmente, outros se limitam a
oscilar no campo microscopico (movimento oscilatério) (KENNEY et al., 1983; MIES
FILHO, 1987). O parametro que mede estes movimentos chama-se vigor espermaético,
referido como a qualidade de motilidade exibida pelos espermatozdides moveis e
observada numa escala de O a 5. Presenca de vigor O indica imobilidade dos
espermatozdides, e vigor 5 sugere rapida mobilidade através do campo. Cées normais
devem apresentar vigor dos espermatozoides superior a 3 (progressdo moderada para a
frente) (VANNUCCHI; SATZINGER; SANTOS, 1998). O vigor é a qualidade da
motilidade (SILVA et al., 2002)

A motilidade progressiva ¢ o movimento normal esperado no espermatozdide e
segundo Pickett e Voss (1972) esta avaliagdo € a mais precisa, visto que estes
espermatozdides representam a maior capacidade fertilizante.

O valoracdo da motilidade é baseada em uma escala percentual, um sémen de boa

qualidade apresenta motilidade maior ou igual a 70% (Feldmann e Nelson, 1996)
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2.2.2 Concentracao

A concentracdo espermatica nos cdes varia conforme idade, raca, manejo
reprodutivo e técnica de coleta, assim como o tamanho do animal e seu volume testicular e
prostatico (JOHNSTON, 1991). A concentracdo espermatica nos cdes pode variar de 200
milhGes a 10 bilhdes de espermatozdides no volume total do ejaculado, porem o valor
médio é de 500 milhdes de espermatozoides (JOHNSTON, 1991; FELDMAN e NELSON,
1996; SILVA et al., 2003; THEREFALL, 2003).

2.2.3 Morfologia

Na espécie canina uma amostra de sémen para ser considerada normal, quanto a
morfologia espermatica, deve ter a proporcdo de defeitos primarios e secundarios de no
méaximo 30%, sendo que a percentagem de defeitos primarios ndo deve ultrapassar 10%
(CBRA, 1998; THEREFALL, 2003). Acredita-se que a morfologia espermatica se
correlacione com a fertilidade in vivo mais do que qualquer outro parametro de avaliagcéo
seminal (RENTON et al., 1986; OETTLE, 1993; FELDMAN e NELSON, 1996).

2.2.4 Funcionalidade da Membrana

A membrana plasmética do espermatozdide esta envolvida em trocas metabolicas
com o0 meio, e 0 estudo da sua funcionabilidade soma-se aos pardmetros tradicionais de
avaliacdo seminal para determinar indices de fertilidade (LAGARES, 1995; KOHNE et al.,
1995). Uma caracteristica da membrana das células espermaticas é sua capacidade de
transporte seletivo de moléculas, sendo esse transporte um processo essencial para a
viabilidade e capacidade fertilizante do espermatozdide, exigindo-se que essa membrana
apresente-se integra para ser funcional (KUMI-DIAKA, 1993).

Os espermatozdides podem ser submetidos ao teste hiposmotico (HOST) que avalia
a funcionalidade da membrana. Quando a célula é exposta a condi¢cdo hiposm@tica, a agua
penetra no interior da célula para atingir o equilibrio osmético. Esse influxo de agua

aumenta o volume da célula e a membrana plasmética se dobra, sendo esta curvatura
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observada na cauda do espermatozdide que fica enrolada. Para England -  Plummer
(1993), o teste hiposmdtico pode ser utilizado com seguranca para diagnosticar
funcionalidade da membrana espermatica no sémen de caes.

Fraser (1984) observa uma alta correlacdo entre o teste hiposmético, motilidade
espermatica e reagdo do acrossomo, o que pode aumentar de forma significativa a previsdo
da capacidade fertilizante do espermatozoide. As membranas devem estar intactas e
funcionais para manter os componentes intracelulares necessarios para a penetracdo e

fertilizac&o do 6vulo.

2.2.5 Integridade de Membrana

Para avaliacdo de integridade de membrana (IME), que pode sofrer danos quando
submetida a baixas temperaturas, diferentes métodos podem ser empregados, (OETTLE -
SOLEY, 1988).

Garner et al. (1986) e Cunha (1997) descreveram a utilizacdo de fluorescéncia para
esta avaliacdo. Para isto empregaram uma combinacdo dos corantes diacetato de 6-
carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (PI). Estas coloracdes avaliam a
presenca de rupturas como resultado da morte espermatica, onde a membrana pode estar
fisicamente intacta, mas quimicamente inativa (KUMI-DIAKA e BADTRAM, 1994).
Segundo Johnson et al. (1996) o CFDA fluoresce em verde as células com membrana
integra e o PI fluoresce em vermelho nas células com membrana alterada.

A observacdo em microscopio de epifluorescéncia indica as células com membrana
integra em coloracéo verde fluorescente e as células com membrana lesadas coradas com
vermelho ou vermelho e verde (SOUZA, 2003).

A importéancia de se avaliar a integridade estrutural de células espermaticas deve-se
ao fato de que a funcionalidade do gameta esta diretamente ligada a integridade da
membrana plasmatica, ou seja, para toda lesdo estrutural tem-se uma alteracdo funcional
correspondente (ZUCCARI, 1998).

Quando os espermatozoides sdo submetidos a baixas temperaturas ocorre um
choque térmico, que é o conjunto de alteracbes espermaticas com reducdo de suas
habilidades e reducdo de sua motilidade e viabilidade (PICKETT e KOMAREK, 1967).
Para Farstad (1996) as principais alteragdes fisico-quimicas que as membranas celulares
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sofrem durante o resfriamento sdo: diminuicdo da fluidez e aumento na permeabilidade da
membrana; danos ao acrossoma; liberacéo de enzimas e fosfolipidios; reducdo na atividade
metabolica e reducdo no consumo de ATP; podendo estas conseqliéncias serem
irreversiveis, comprometendo parcial ou totalmente a fertilidade.

Watson & Plumer (1987) observaram, em microscopia eletronica, que a membrana
plasmatica € a primeira estrutura a sofrer injurias com o resfriamento, evidenciando
mudancas em sua organizacdo e composicdo lipidica com a movimentacdo lateral dos
fosfolipidios tornando-se mais restrita, exibindo uma transicéo da fase fluida para gel, com
formacéo de arranjos hexagonais (WATSON, 1996). Como resultado desta reorganizacéo
dos lipideos ha uma alteracdo na permeabilidade da membrana (DOBRINSKI et al., 1993)
afetando toda sua fluidez, com alteracdo nas concentracGes idnicas intra e extracelulares
(WATSON, 1996) comprometendo a bomba de sddio e potassio (AMANN e PICKETT,
1987).

O choque térmico € evidenciado microscopicamente pela presenca de
espermatozéides com movimentos circulares e perda prematura da motilidade (AMANN e
PICKETT, 1987). Segundo Quinn & White (1966), esta perda é conseqiiéncia do
decréscimo de oxigénio e ATP, reduzindo a producdo e fornecimento de energia para a
movimentacao do espermatozoide.

Danos causados ao espermatozoide variam com a espécie, taxa de diluicdo, curva
de resfriamento, temperatura e periodo de armazenamento (PICKETT e KOMAREK,
1967). O espermatozdide do cdo é mais resistente ao choque térmico que o de bovino,
ovino e suino (BOUCHARD et al., 1990). No entanto, a resisténcia ao choque térmico
pode variar dentro de uma mesma espécie (PURSEL et al., 1973), e também entre
ejaculados do mesmo animal (MAGNAGO, 2000).

2.3 Diluentes para resfriamento de sémen

Ha grande variedade de meios diluentes para resfriamento de sémen canino. Os
diluentes propiciam ao espermatozoide suporte nutritivo e protecdo durante o resfriamento,
diminuindo os efeitos causados pelo choque térmico (NELSON e COUTO, 1994) e
prolongando sua vida (BRINSKO e VARNER, 1992). Os diluidores ndo agem somente
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conservando o sémen, mas também sdo utilizados para aumentar seu volume (MIES
FILHO, 1987) e auxiliar nas avaliagdes das amostras de sémen (KENNEY et al., 1983).

Foote (1964) e Foote & Leonard (1964) foram os primeiros pesquisadores a
investigar sistematicamente a combinacdo de quantidades de véarios componentes dos
diluentes para preservacdo do sémen canino.

De acordo com Concannon e Battista (1989) o meio diluente deve apresentar,
tampdes que impecam as mudancgas nocivas de pH, substancias protetoras contra choque
térmico durante o resfriamento, nutrientes usados como fonte de energia, prevencdo no
crescimento de bactérias, pressao osmatica fisiologica além de concentracdo de eletrélitos
adequada.

O pH do sémen canino varia entre 6,0 e 8,0. Segundo Concannon (1991), o
espermatozéide do céo tolera um pH entre 5,0 e 10,0, sendo que o pH de 6,6 é ideal
(BUSH, 1991). Entretanto, England (1993) obteve motilidade espermatica que considerou
satisfatoria durante o periodo de incubacdo em um experimento com valor do pH em 7,3.

A atividade metabolica do espermatozoOide resulta num acumulo de ions de
hidrogénio, sendo assim a utilizacdo de uma solugcdo tamp&o no diluente é necesséria para
neutralizar um pH &cido do meio e evitar a diminuicdo da motilidade espermatica
progressiva.

Foote (1964) e Foote & Leonard (1964) examinaram os efeitos de diferentes
tampdes (citrato, fosfato e glicina) e a percentagem da gema de ovo no pH do sémen
canino armazenado a 4° C e concluiram que a melhor combinacdo para preservacdo da
motilidade espermatica foi usando 20% de gema de ovo, 1,16% de citrato de sédio a
2,94%, 0,75% de glicina, 1% de glicose e ph de 6,6.

A osmolaridade do sémen canino é de 300 mOsm/Kg (PICKET et al.,1976), cujo
valor em diluentes a serem utilizados, deve ser semelhante (BUSH 1991). Entretanto,
Varner et al. (1989) considera ideal um diluente com 350 mOSm/Kg.

Como substancia protetora ao choque térmico, a mais comumente utilizada é a
gema de ovo. (DOBRINS ET AL., 1993).

Como fonte de energia sdo usados os acgucares que funcionam como substrato
energético exogeno, como componentes osmoticos e como agentes crioprotetores
(WATSON, 1979).

Apesar do ejaculado ser estéril, sua contaminacdo a partir da uretra, pénis e

prepucio é inevitavel durante a colheita do sémen, podendo ser diminuida com boas
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medidas de higiene. Esta contaminacdo pode afetar negativamente a fertilidade, pela
propria presenca das bactérias, pela producédo de toxinas, por degradagdo dos componentes
do meio e pela utilizacdo de substratos metabolicos, determinando desta maneira a
necessidade de incorporar aos diluentes substancias de efeito antimicrobiano (WATSON,
1990). A utilizacdo de Penicilina e Estreptomicina resulta numa preparacdo antibiotica
eficaz e possivelmente a mais utilizada na elaboracdo de diluentes seminais (WATSON,
1979).

Muitos diluentes utilizem outras espécies vém sendo adaptados e analisados em
espermatozdéides de cdes. Estes diluentes sdo compostos geralmente por tris, citrato, leite,
acucares, gema de ovo e glicerol (GILL et al., 1970; SEAGER e FLETCHER, 1972;
PROVINCE et al., 1984; LINDE FORSBERG, 1991; ROTA et al., 1995; MAGNAGO,
2000). A analise dos resultados de cada diluidor geralmente é realizada em laboratorio,
avaliando-se a motilidade e integridade das membranas. Rota et al., em 1995, concluiram
que, apesar da melhor forma de se avaliar um diluente seja através da taxa de concepgéo
apos a inseminacdo artificial, em condicdes experimentais, esta pratica ndo é utilizada em

caes.

2.4 Resfriamento do sémen canino

Em comparacdo a outras espécies poucas pesquisas_foram realizados na espécie

canina no sentido de avaliar os efeitos da velocidade de resfriamento do sémen até a

temperatura de estocagem e transporte a + 4 °C. Ao avaliar o resfriamento de sémen canino

a 4°C e comparando diferentes diluentes Rota et al (1995) ndo informam, porém a taxa de

abaixamento da temperatura utilizada no experimento.

Olar et al (1989) congelando sémen canino com diferentes diluentes avaliaram a

velocidade de resfriamento pré-congelamento (periodo de equilibrio). Concluem que o

sémen canino suporta variacoes na curva de resfriamento durante o periodo de equilibrio

sem afetar a fertilidade p6s-congelacéo.

Com o objetivo de avaliar diferentes velocidades de resfriamento de sémen eqiino

diluido sobre a motilidade , Varner et al (1988) verificaram bons resultados quando o

abaixamento da temperatura se dava a um gradiente de -0,3°C por minutos. Velocidades

entre -0,9°C a -1,3°C por minuto apresentam efeitos deletérios na qualidade do ejaculado,

resultando em decréscimo significativo na motilidade espermatica.
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Na espécie eqliina, Sieme (2005) refere gue uma curva de resfriamento de sémen

diluido entre -0,05 a -0,1 °C por minuto seria a ideal. Entretanto para uso pratico, o0 periodo

de tempo se torna demasiado lento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho de um diluente (tris-gema)
submetido a duas diferentes curvas de resfriamento, comparando as caracteristicas

morfofisioldgicas do sémen resfriado até 48 horas.
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3. ARTIGO

EFFECTS OF REFRIGERATION CURVE ON CANINE SEMEN QUALITY
Mariana Gobbato Neuls, Maria Inés Mascarenhas Jobim, Rodrigo Costa Mattos,

Ricardo Macedo Gregory, Giovani Casanova, Gabriel Davolli, Amy Downing

Faculdade de Veterindria— REPROLAB — UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil

Resumo

A inseminacdo artificial em caninos representa uma atividade importante no manejo
reprodutivo desta espécie. O uso de sémen resfriado, preservado por um determinado
espaco de tempo, com a conservacdo da viabilidade espermatica torna-se indispensavel.
Para a preservacao a 4°C torna-se necessario o conhecimento de curvas de resfriamento
mais adequadas para um determinado diluente a ser utilizado. No presente experimento
foram utilizados 11 cées adultos, dos quais foram colhidos 5 ejaculados de cada e que ap6s
exame imediato avaliando aspecto, volume, motilidade, vigor, concentracdo, HOST (teste
hiposmoético), IME (integridade de membrana) e formas patoldgicas, foram submetidos a
diluicdo com tris-gema. Apds a diluicdo os ejaculados foram novamente avaliados quanto a
motilidade, vigor, HOST e IME. Foram iniciados dois procedimentos de refrigeracdo dos
ejaculados fracionados, um a uma velocidade de -0,1°C/minuto e outro a -0,3°C/minuto.
Vinte quatro e quarenta e oito horas apds foram avaliados motilidade e vigor nas duas
amostras. Os exames de HOST e IME foram realizados ap6s quarenta e oito horas de
resfriamento._ Diferencas quanto a qualidade do sémen dos diferentes cdes foram
encontradas. Quanto as diferentes velocidade de resfriamento ndo foram observadas
diferengas. Foram constatadas diferencas na qualidade do sémen recém diluido e ap6s o
resfriamento, porém a qualidade do sémen se manteve inalterada entre vinte e quatro e
quarenta e oito horas ap0s o resfriamento.

Palavras Chave: Cées, inseminacéo artificial, sémen resfriado, velocidade de refrigeragédo
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Abstract

The artificial insemination in canines represents an important activity in reproductive
management of this species. The use of chilled semen, preserved for a determined amount
of time, with conserved spermatic viability has become a necessity. For the preservation at
4° C it has become necessary to know the most adequate chilling curve for the chosen
extender. In this experiment, 11 adult dogs were used, who each contributed 5 ejaculates
which were immediately examined for volume, motility, vigor, concentration, HOST
(hyposmotic test), IME (membrane integrity) and pathological forms, and then diluted with
tris-egg yolk. The ejaculates were mixed with extender then evaluated for motility, vigor,
HOST and IME. Two cooling procedures were started on the fractionate ejaculates, one at
a velocity of -0.1°C per minute and the other at -0.3°C per minute. Twenty-four and forty-
eight hours later the two samples were evaluated for motility and vigor. The HOST and
IME exams were performed forty-eight hours after chilling. Differences in semen quality
were found between the different dogs. There were no differences with the two cooling
rates. Differences were found in semen quality right after dilution and after the colling
process; however semen quality shows no difference between twenty-four and forty-eight
hours after chilling.

| Keywords: Dogs, artificial insemination, chilled semen and cooling rates.
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Introduction

With the growth of dog breeding industry and the most frequent utilization of sires
farthest away from the females, the use of chilled semen is becoming routine in the world
of canine reproduction, The semen can be preserved around 4°C for a determined amount
of time. (CHRISTIANSEN, 1988 ; LINDE-FORSBERG et al.,1995 e FELDMAN &
NELSON, 1996). For the cooling process an extender is added to the semen which

functions to protect the spermatozoa_cellular membrane, to avoid lesions during the

cooling process and potential physical damage during shipping of the semen. Another

function of the extender is to provide nutrients and aid in the maintenance of the pH.
(LINDE-FORSBERG, 1991). The most commonly used semen extenders are: Tris-yolk,
Citrate-yolk, skim milk, citrate-bicarbonate-yolk, low fat milk. (CONCANNON E
BATTISTA, 1989). The extender provides the sperm nutritive support and protection

during the chilling process, thereby reducing the effects of thermal shock.(NELSON E
COUTO, 1994) and prolonging its life (BRINSKO & VARNER, 1992).

The diminished temperature provokes many biological alterations which allow

sperm to suffer thermal shock, thereby altering the motility, plasma membrane and

acrosome (JASKO, 1994). The thermal shock is evidenced microscopically by the

presence of sperm with circular movements and the premature loss of motility (AMANN

& PICKETT, 1987). The damage caused to the sperm varies with the specie, dilution rate,
cooling curve, temperature and storage period (PICKETT & KOMAREK, 1967). The dog
sperm is _more resistant to thermal shock than bovine, ovine and swine sperm
(BOUCHARD ET AL., 1990). However, the thermal shock resistance can vary in the same

specie (PURSEL ET AL., 1973), and can even vary between the ejaculates of the same
animal. (MAGNAGO, 2000).

In comparison to other species, little research has been done in canines to evaluate

the effects of different chilling rates. Olar et all (1989) froze canine semen with different

extenders, evaluated the velocity of chilling the semen until 4 ° C prior to freezing

(equilibrium period). They concluded that canine semen supports variation in chilling

curve during the equilibrium period without effecting the fertility post thawing. With the

objective to evaluate different chilling rates in equine diluted semen and the effects on final

motility, Varner et al (1989) observed good results when the chilling rate was at -0,3° C
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per minute Velocities between -0,9 ° C to -1,3 ° C, showed harmful effects, resulting in

significant decrease in sperm motility. In equine_specie, Sieme (2005) refers that a semen

chilling curves_between -0,05° C to -0,1° C per minute would be the ideal. However in

practical conditions this rate would be to slow.

The objective of this study was to evaluate the performance_of an extender (tris—

yolk) submitted to two different cooling rates, comparing the morphophysiological

characteristics of the chilled semen until 48 hours.

Material and Methods

Location

The semen collections were done in a private kennel and the analysis were done at
the Animal Reproduction Laboratory (REPROLAB) at the University of Veterinary
Medicine at the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil.

Animals

A total of eleven dogs were used (5 pointer, 3 veadeiro pampeano and 3 whippet),

with ages ranging from one year to eight years. All of the dogs were in good health with

correct nutrition and sanitary conditions.

Semen Collection

The technique used for semen collection was digital manipulation (MIES FILHO,

1987) in the presence of bitch in heat. Five ejaculations were collected from each animal,

for a total of fifty-five ejaculates.

The collection was done using a plastic funnel attached to a plastic tube and the

semen kept in a water bath at 37°C until the end of the evaluation and dilution. All




22

equipment was previously cleaned and sterilized. The first and second fractions were

collected, wasting the third fraction.

Laboratory Analysis

The volume was measured through a graduated tube, previously sterilized and kept

in the water bath awaiting semen collected. The color was analyzed and classified as

cloudy or reddish. The sperm motility and vigor were evaluated at the following times,

fresh, 0 hours, 24 hours and 48 hours. Before a sample was taken for evaluation, the semen
was gently mixed to guarantee the homogeneity. A drop of semen was instilled on the
microscope slide that was preheated to 37°C, covered with a cover slip, and evaluated at a
magnitude of 200x. The obtained motility results were expressed in percentage between 0-
100% and the vigor was classified from 1 to 5, according to the progressive motility

observed. The concentration obtained was represented in millions of sperm cells per ml.

The spermatic morphology was evaluated with fresh semen from each one of the

collections. Semen smears were made and stained with eosine-nigrosine (stain STF, Lane

Manufacturing, Denver, CO) or with modified Giemsa (Diff Quick). Two hundred cells

were evaluated in each smear and the result expressed in percentage of normal cells. The

morphological abnormalities were classified as primary defects and secondary defects

(occurs during epididymal storage or preparation of the slide).

Hyposmotic Test

The hyposmotic test was used for evaluation of the membrane functionality at

fresh, zero and 48 hours. The test consisted of mixing 100ul of semen in 200ul of

hyposmotic solution (100mOsm/Kgq), according to Lagares (1995). This dilution was made

in a test tube that was taken to a water bath at 37°C for 8 minutes. Twenty micro litters of

formaldehyde saline was then added. The analysis were made with a contrast microscope

with a magnitude of 400x. A drop of each sample was observed and 100 sperm cells were
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counted in each slide. The membranes were considered to be functional on those sperm

cells showing a bent tail.

Fluorescence Test

The fluorescence test was used to evaluate the plasma membrane integrity at fresh,

zero and 48 hours. For this analysis, added to a test tube rolled in aluminum foil, 475ul of

semen, 10ul of 6- carboxy-fluorescein diacetate (C-FDA), 5ul of propidium idode and
10ul of paraformaldeide (HARRISON & VICKERS, 1990). The tube containing the

mixture was taken to a water bath at 30°C for 8 minutes.

A drop was placed on a slide and taken for analysis to a epifluorescence microscope

with the magnitute of 1000 x. In each sample 100 sperm cells were counted. The spermatic

cells were classified as intact membranes (entire sperm cell stained green - carboxy-

fluorescein) and damaged membranes (entire sperm cell stained red - propidium idode).

For comparison of the treatments, sperm with intact membranes were considered viable

and with damaged membranes were considered nonviable.

Extender

The extender used in this experiment was TRIS-yolk. To produce the extender

3,025q tris- hydroxy-methyl-aminomethane, 1.7g monohydrated citric acid, 1.25g of D-

fructose were diluted in 100ml of distilled water. From this mixture, 20ml were removed

and substituted with the same volume of eqgqg yolk from an eqq laid that day. The extender

was stored in 20ml amounts in a freezer for a maximum of 30 days.

Dilution of Semen

To make the dilution the ejaculate containing the first and second fraction were
centrifuged at 800g for 10 minutes. The prostatic fluid was removed until the

concentrations reached 70 x 10° sperm cells per vial. The dilution used was 1 ml of semen
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for 3 ml of extender (1:3). The extenders were heated in a water bath at 37°C so that the

semen and extenders would be at the same temperature at the time of dilution.

Chilling Curves

After the dilution the sample was divided in half and chilled using two different

curves, one low and one fast. After four hours the tubes were placed in an incubator at 4°C,

where they remained until final evaluation.

To establish the chilling curves a digital thermometer was used. The thermometer’s

sensor was introduced in the sample containing the semen and extender while the body,

visualizing the temperature remained outside of the incubator. This allows for observation

in the decrease of temperature, which_was measured every 15 minutes for 4 hours. Three

curves were used to find the average velocity for the chilling curve, which established the

rapid curve at -0.3°C per minute and -0.1°C per minute for the slow curve.

Statistical Analysis

The statistical analyses were_done by analysis of variance, having as_principal

variables: dogs, type of treatment, duration of storage; and dependent variables: motility,

vigor, plasma membrane integrity, and membrane functionability.

The average of each treatment was compared to the Tukey test. The confidence

interval was 0.05.

Results

The color and odor of the semen of the different dogs exhibited similarities

between the ejaculates, this being cloudy referring to color and “sui generis” referring to

odor.

Table 2 shows the average values of all the dogs in the five collections for each of

the evaluated parameters.
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Table 1. Average value (Average) and stander deviation (E.D.) found in 5 semen

collections of the dogs for each of the evaluated parameters.

Parameters Average E.D.

VOLUME (mL) 4.98 1.80
MOTILITY (%) 83.90 17.30
VIGOR (1-5) 4.45 0.78
CONCENTRATION/mL 363.70 191.42
TOTAL NUMBER SPERM CELLS x 10° 1846.00 1151.70
NORMAL’MORFOLOGX (%) 88.98 7.80
HYPOSMOTIC TEST (%) 88.13 10.21
INTACT PLASMA MEMEBRANE (%) 66.00 13.44

The statistical analysis reveals the existence of a difference between the dogs in

relation to volume, concentration per ml and total concentration.

Table 2: Percentage of motility and vigor of the chilled semen using slow chilling curve at

different evaluated times.

HOUR MOTILITY (%) VIGOR (1-5)
0 78,53 + 22,63 4,47 +1,08°
24 72,09 + 29,47" 3,92 +1,46°
48 68,09 + 30,68" 3,81 +1,53"

Different characters (a,b) in columns indicate significant difference.

Table 3: Percentage of motility and vigor of the chilled semen using fast chilling curve at

different evaluated times.

HOUR MOTILITY (%) VIGOR (1-5)
0 78,53 +22,63° 4,47 +1,08°
24 66,89 + 31,53" 375+131°

48 66,18 + 31,03" 3,74+143"

Different characters (a,b) in columns indicate significant difference.

The data in table 3 and 4 comparing chilled canine semen motility and vigor on a

fast (-0.3° C/min) or slow (-0.1°C/min) curve did not demonstrate a difference. However,
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the analysis revealed a difference in the parameters between the quality of fresh semen and

the chilled semen by the two methods. This difference is not verified between 24 and 48

hours.

Table 5: Percentage of function membrane (HOST) and plasma membrane integrity (PIM)

of the chilled semen in slow chilling rate at the different evaluated times.

HOUR HOST (%) PIM (%)
0 81.36 + 12.12° 70.04 + 11.70°
48 76.22 +12.21° 62.96 + 18.56°

Different characters (a,b) in columns indicate significant difference.

Table 6: Percentage of function membrane (HOST) and plasma membrane integrity (PIM)

of the chilled semen in fast chilling rate at the different evaluated times.

HOUR HOST (%) PIM (%)
0 81.36 + 12.12° 70.04 + 11.70°
48 79.24 +11.02° 65.86 + 13.34°

Different characters (a,b) in columns indicate significant difference.

Relating to the hyposmotic test and plasma membrane integrity, the chilling rates did
not interfere with the spermatic quality. On the other hand, the evaluations at 0, and 48 hours

showed a difference.

Discussion

The canine sperm concentration can vary from 200 million to 10 billion total sperm

cells per ejaculation, although the average concentration is 500 million sperm cells
(JOHNSTON, 1991: FELDMAN & NELSON, 1996: SILVA ET AL., 2003;
THEREFALL, 2003). In the canine species the normal sperm morphology is 70% normal
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sperm cells, with the number of primary defects not surpassing 10% (CBRD, 1998:

THEREFALL, 2003). The motility and sperm concentration in canine semen varies with

the age, breed, reproductive management and collection technique, also animal size,
testicular and prostatic volumes have an influence (JOHNSTON, 1991). Total sperm
concentration and normal morphology in dog’s semen in this experiment match the patterns
described before. The differences found in volume, concentration per mL and total sperm
count in the ejaculate between the dogs used in the experiment, show what has being
described by Johnston (1991), whom attribute this differences to the testicular volume,
which has correlation to the body size. In this experiment were used dogs from 3 different
breed sizes, so those variations were expected.

The results founded confirm that dog semen can be chilled at 4° C for a determined
period, as it has been described by Christiansen (1988); Linde-Forsberg et al.(1995) e

Feldman & Nelson (1996). The semen were evaluated for 48 hours, as England and Ponzio
(1996) had showed that to optimize the conception rate it is better to use the chilled canine
semen within a period of 48 hours after collection. Considering that when using chilled
semen the transportation time is hardly longer than 24 hours

The preservation of quality of the canine chilled semen using tris-yolk from the
beginning until the end of the evaluation period accords with the described by Concannon
and Battista (1989), who quote this extender as the chosen one for this biotechnology.

The motility and vigor evaluation on the two chilling rates (slow -0,1°C/minute or
fast -0,3°C/minute) were similar in the analyzed ejaculates. Olar et al (1989) refers that
canine semen supports variations in chilling curves. In the other hand, Varner et al (1989)
have the opinion that the temperature dropping for diluted canine semen should be close to
-0,3°C, faster rates as -0,9°C already have harmful effects in sperm motility. It is
interesting to refer Sieme (2005) whom finds better results in equine semen using chilling
rates between -0,05°C to -0,1°C per minute. They consider the appliance of this chilling
rate difficult to use in the routine, as it requires more labor time. The evaluations done in
this study did not evidence differences in the two chilling rates, showing the viability to
use in the routine of artificial insemination with canine semen, faster chilling rates, as the
-0,3° C.

As previously described by Jasko (1994) that the decrease of temperature alters the
sperm quality, was confirmed by this study. Besides, no differences have been showed in
the different curves, it was found that the quality in fresh semen and right after the dilution
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are better than 24-48 hours after cooling at 4°C. The results from this experiment also
shows that the more drastic changes in semen quality occurs in the first 24 hours, having
no differences in the parameters evaluated from this moment until the 48 hours.

Relating to the hyposmotic test and plasma membrane integrity, the chilling rates
did not interfere with the spermatic quality. On the other hand, the evaluations at 0 and 48
hours showed a difference. Theses finding accords with previous observations of Jasko
(1994) that while time passes, associated to thermal chock, the sperm cells show alterations
not only in motility, but also damages in plasma membrane and acrosome. In
compensation Kumi-Diaka & Badtram (1994) didn’t find harmful damage in sperm plasma

membrane of canine semen after cooling.

Conclusion

The canine semen can be cooled at 4°C using tris-yolk extender without significant
harmful effects in sperm quality.

The slow chilling rate did not showed advantages about the fast chilling rate. This
fact permits its indication in the routine of canine artificial insemination with chilled
semen.

There is a tendency to a more significant worsening in the quality of the ejaculation
on the first 24 hours of chilling.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Nas condic¢Oes de realizacdo deste trabalho, com os cées utilizados, mostrou que
sémen canino pode ser resfriado até 4°C utilizando o diluidor tris-gema sem maiores
prejuizos a qualidade espermatica.

A velocidade de resfriamento denominada de lenta (-0,1°C por minuto) que &, de
acordo com a literatura, mais adequada para preservacdo do ejaculado a 4°C, néo
apresentou vantagens sobre aquela mais rapida (-0,3°C por minuto), o que nas condicdes
de trabalho rotineiro de processamento e transporte de doses inseminantes é interessante.

Apesar da tendéncia a uma piora mais significativa na qualidade do ejaculado ap6s
as primeiras 24 horas de resfriamento, na sua permanecia resfriado até as 48 horas de
observacao pode-se perceber um grau de preservacdo do ejaculado ainda compativel com a

sua utilizacdo em programas de inseminacao
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