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RESUMO

Pesquisas tém sido desenvolvidas objetivando aperfeicoar os protocolos ja
existentes para a congelacdo de sémen canino. Desta forma, este trabalho foi dividido em dois
experimentos, tendo como objetivos: 1) comparar o efeito da temperatura de adicdo do
glicerol (27 e 4°C) sobre o sémen canino diluido em ACP-106° e criopreservado; 2) avaiar o
efeito da adicdo de benzilpenicilina benzatina em diferentes concentragfes sobre a qualidade
espermética, e o controle do crescimento bacteriano no sémen canino criopreservado em
ACP-106°. Foram utilizados ejaculados caninos coletados por manipulacgo digital, os quais
foram divididos e destinados aos devidos tratamentos. Para o primeiro experimento, foram
formados dois grupos, sendo um o G27 (que foi glicerolizado a temperatura de 27°C) e 0 G4
(que foi glicerolizado a 4°C). Para 0 segundo, foram formados quatro grupos. GO (diluido sem
antibiético); G500 (com 500 Ul/mL); G1.000 (com 1.000 Ul/mL); e G1.500 (com 1.500
Ul/mL). Cada experimento foi submetido a um processamento de criopreservacdo, sendo o
sémen de uma maneira gera diluido, resfriado, glicerolizado (para todos os grupos do
segundo experimento e o grupo G4 do primeiro experimento), envasado, congelado e
armazenado em nitrogénio liquido. Apdés uma semarg, as amostras foram descongeladas e
submetidas a avaliacBes espermédticas e microbioldgicas (experimento 2). Os egjaculados a
fresco apresentaram-se dentro dos padrdes requeridos para espécie, possibilitando assim sua
utilizacdo para os experimentos. No experimento 1, apos a descongelacdo nenhuma diferenca
foi observada entre as temperaturas de adicéo do glicerol com relagdo aos parametros de
motilidade avaliados pelo CASA, morfologia, integridade de acrossoma, percentual de
espermatozéides vivos e teste hipoosmaético. No experimento 2, nenhuma diferenca foi
observada entre os grupos apos descongelacdo com relacdo ao percentua de espermatozdides
vivos e morfologicamente normais, e com membrana espermética fucional, com excegdo do
G1.500 gue apresentou um aumento no nimero de acrossomas danificados aos 60 minutos.
Na avaiacdo computadorizada, também ndo foi evidenciada diferenca entre os grupos para
todos os pardmetros avaliados. Néo foi observada diferenca entre os grupos para ao nimero
de UFC/UL apbs a descongelacdo. Concluiu-se que temperatura de adicdo do glicerol ndo
influencia a qualidade pés-descongelacdo do sémen canino diluido em ACP-106° e que a
benzilpenicilina benzatina quando adicionada a0 ACP-106® ndo controla o crescimento
bacteriano, e ndo influencia a qualidade espermatica ap0ds a criopreservacdo do sémen canino.
De uma maneira gera, verificourse que o processamento do sémen canino utilizando o
diluidor ACP-106", ficou mais prético, sendo possivel a realizagdo de uma Unica diluicéo a
temperatura ambiente. No entanto, ainda h& necessidade de novos estudos para se verificar a
acdo de outros antibidticos, bem como suas interacbes para o controle do crescimento
bact®eriano, bem como seus efeitos sobre 0 espermatozéide canino criopreservado em ACP-
106~.

Palavras-chave: sémen; cao; ACP-106"; glicerol; antibiético



ABSTRACT

Researches have been developed aiming to improve the already existing protocols
for canine semen freezing. In this way, this work was divided in two experiments, aiming: 1)
to compare the effect of glycerol addition at two temperatures (27 and 4°C) on canine semen
extended and frozen with powdered coconut water extender (ACP-106%); 2) to analyze the
effect of benzylpenicillin benzatin addition in different concentrations on semen quality, and
on control of bacterial growth on canine semen cryopreserved in ACP-106°. Canine
gaculates were collected by digital manipulation, which were divided and destined to
different trestments. For the first experiment, two groups were formed, which one was G27
(that received glycerol at 27°C) and the G4 (that received glycerol an 4°C). For the second,
four groups were formed: GO (without antibiotic); G500 (extended with 500Ul/mL); G1.000
(extended with 1.000UI/mL); and G1.500 (extended with 1.500Ul/mL). Each experiment was
submitted to one cryopreservation process, which, in generaly, the semen was extended,
cooled, extended with glycerol (for al groups of the second experiment and G4 of the first
one), packed, frozen and stored in liquid nitrogen. After about one week, samples were
thawed and submitted to spermatic and microbiology evaluations (experiment 2). Fresh
gjaculates were in conformer to the pattern of canine specie, being possible to be employed
for the experiments. In experiment 1, after thawing, no differences were observed between
temperatures of glycerol addiction on regarding seminal motility analyzed by CASA,
morphology, acrossoma integrity, hypo-osmotic swelling and alive spermatozoa. In
experiment 2, no differences were observed between groups after thawing regarding the
percentage of alive spermatozoa and morphological normal spermatozoa, and with functional
membrane, excepted in G1.500 that presented increase on damaged acrossoma number on 60
minutes. In computerized analyzes, it was also not evidenced differences between groups for
all seminal parameters. The same was observed regarding the number of UFC/uL after
thawing. In conclusion, the glycerol temperature addition does not influence the quality of
post-thawed canine semen diluted in ACP-106® and that benzylpenicillin benzatin when
added to ACP-106® do not control bacterial growth and does not influence spermatic quality
after canine semen cryopreservation. In genera, it was observed that canine semen processed
with ACP-106® extender become more practical, being possible to perform only one dilution
at room temperature. Further more, it is still necessary to conduct new studies to verify the
action of others antibiotics and theirs interactions for controlling bacterial growth, and their
effects on canine spermatozoa cryopreserved in ACP-106".

K eywords: semen; dog; ACP-106%; glycerol; antibictic.
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1. INTRODUCAO

Ao se desenvolver técnicas para criopreservacao de sémen, objetiva-se minimizar
0s danos causados aos espermatozoéides durante a congelacdo, visando um maior nimero de
células espermaticas vidveis apos a descongelacdo (STROM et al., 1997). A congelacdo de
sémen canino foi descrita pela primeira vez por ROWSON (1954) e foi anunciada a primeira
prenhez, resultante de uma inseminagcdo artificial com sémen congelado em cdes por
SEAGER, em 1969.

A diluicéo do sémen € essencial para 0 sucesso da técnica de criopreservacado, pois
0os componentes dos meios diluidores fornecem condicbes para a sobrevivéncia do
espermatozGide, auxiliando na preservacdo da integridade da membrana plasmética, que pode
sofrer alteracfes devido a mudancas de temperatura. O diluidor deve conter fontes energéticas
para 0 espermatozoide, estabilizar o pH do meio, promover pressdo osmética adequada e
concentracdo de eletrdlitos dentro dos padrdes fisioldgicos, além de prevenir o crescimento de
bactérias (OLIVEIRA, 2003).

Diferentes meios diluidores tém sido testados e utilizados para a criopreservacéo
do sémen canino, como aqueles a base de glicina-gema, leite desnatado, tampéo tris e 0
diluidor & base de agua de coco. Além destes, muitas empresas desenvolvem seus proprios
diluidores como o Triladyl, Laichipos 478, Biociphos W482 e o CLONE (OLIVEIRA, 2003).

Recentemente, um diluidor a base de &gua de coco foi desenvolvido na forma de
po, obtido por um processo de vaporizacdo em Spray Dryer afim de padronizar e estabilizar a
&gua de coco. Bons resultados foram obtidos com a utilizagdo do mesmo para inseminagdo
artificial de cabras (SALGUEIRO et al., 2002), resfriamento do sémen equino (SAMPAIO
NETO et al., 2002), resfriamento (MADEIRA et al., 2004) e criopreservacdo de sémen
canino (SILVA et al., 2006c) e, inseminacdo artificial com sémen canino a fresco e
refrigerado (UCHOA et al., 2004; UCHOA et al., 2007).

Um componente de vital importancia no diluidor é o agente crioprotetor
(OLIVEIRA, 2003). O glicerol é o crioprotetor mais utilizado em varias espécies
(VIDAMENT et al, 2000; GIL et al., 2003), inclusive a canina (SILVA et al., 2003). Alguns
fatores como a concentragdo (PENA et al., 1998) e a forma de adicdo do glicerol (SILVA et



al., 2003) podem influenciar na criopreservacao do sémen. Dentre estes fatores, a temperatura
durante a adicéo de glicerol gera controvérsias e € um fator que vem sendo revisado em vérias
espécies como ovinos (VIDAMENT et al., 2000), equinos (GIL et al., 2003) e caninos
(PENA et al., 1998). SILVA et al. (2005), utilizando o diluidor Tris para criopreservaco do
sémen canino, ndo encontrou diferenca entre a glicerolizagdo a 4 ou a 27°C. No entarnto,
ainda ndo se sabe quais os efeitos da temperatura de adicdo de glicerol sobre o sémen canino

criopreservado em um diluidor & base de &gua de coco na forma de p6 (ACP-106%).

Os antimicrobianos também podem ser adicionados nos meios diluidores com a
finalidade de controlar o crescimento bacteriano no sémen cuja contaminagdo pode ocorrer
no ato da coleta do sémen por bactérias da microbiota do trato genital (LATORRE €t al.,
1999), ou proveniente da gema de ovo (BOUSSEAU et al., 1998).

A adicdo de antibioticos aos meios diluidores é relatada em vérias espécies, sendo
a associacdo de penicilina e estreptomicina a mais utilizada na elaboracdo de diluidores
seminais (WATSON, 1979). Apesar de ja existirem trabalhos acrescentando antibiéticos ao
diluidores seminais caninos (PENA et al., 2003; SCHAFER-SOMI et al., 2006), ainda existe
uma caréncia de informagdes a respeito da adicdo de antibiéticos ao diluidor ACP-106, bem
como dos efeitos de diferentes concentragdes sobre o crescimento bacteriano e a qualidade

espermatica do sémen criopreservado neste diluidor.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O espermatozdide canino

O espermatozéide ou gameta masculino tem como funcéo a fertilizacdo do gameta
feminino (WATSON, 1995). E uma céula atamente diferenciada e polarizada
(RODRIGUES-MARTINEZ et al., 1993). O modelo bésico de sua membrana plasmatica
segue a organizacdo estrutural de uma bicamada de duplo folheto com fosfolipidios e
proteinas associadas (WATSON, 1995).

Segundo BOUCHARD et al. (1990), a membrana plasmética do espermatozoide
canino apresenta uma baixa proporcdo de &cidos graxos poli-insaturados em relacdo aos
saturados. Essa particularidade confere ao espermatozdide canino uma resisténcia prépria
contra 0 choque térmico, uma vez que as células esperméticas do cdo apresentam baixa

sensibilidade as oscilacfes de temperatura.

A célula espermética canina tem um comprimento total de 61,4 = 0,3 pm. A
cabeca € primariamente formada pelo DNA que compde o nicleo, recoberta anteriormente
pelo acrossoma e posteriormente pelo envoltério pés-nuclear. A cabeca mede 6,1 + 0,04 um
com largurade 3,8 + 0,2 um. A pecaintermedidria mede 10,1 £ 0,7 um e a cauda em torno de
50 um (WOODALL & JOHNSTONE, 1988).

Segundo DAHLBON et al. (1997), existem marcadas diferencas entre individuos,

com relacdo a morfometria da cabeca espermatica na espécie canina.

2.2. Historico da tecnologia do sémen canino

SPALLANZANI, em 1776, observou que uma diminuicdo na temperatura
proporcionava uma reducdo, de forma reversivel, na atividade metab6lica do espermatozoide,
permitindo assim o seu armazenamento (ENGLAND, 1993). Ap6s a descoberta da acdo
crioprotetora do glicerol por POLGE et al. (1949), iniciou-se um extenso desenvolvimento de
metodologias de criopreservacdo de células esperméticas em diversas espécies, sendo o
primeiro éxito na congelacdo de sémen canino relatado por ROWSON (1954), e a primeira
prenhez resultante de |A com a utilizagdo de sémen canino congelado por SEAGER (1969).



No Brasil, a primeira notificacdo de sucesso em inseminaggo artificial (I1A) com
sémen canino congelado foi realizada ha 25 anos, tendo sido obtida uma ninhada de seis caes
normais da raca Boxer (VASKE et al., 1981). Uma segunda gestacéo oriunda de IA com
sémen canino congelado foi confirmada por ultra-sonografia em 2000 através de um trabaho
realizado pelo Laboratério de Reproducéo de Carnivoros (LRC) da Universidade Estadual do
Ceard (UECE - SILVA et al., 2001), no entanto a cadela abortou, sendo constatada infeccéo

por Erlichia canis e Leishmania chagasi.

2.3. Componentes do meio diluidor

Diferentes meios diluidores tém sido testados e utilizados, como os diluidores a
base de glicina- gema, leite desnatado, tampao tris, diluidor a base de agua de coco e diluidor a
base de &gua de coco na forma de p6 (OLIVEIRA, 2003; CARDOSO, 2005). Além destes,
muitas empresas desenvolvem seus proprios diluidores como o Triladyl, Laichipos 478,
Biociphos W482 e o CLONE (OLIVEIRA, 2003).

A composicdo do meio diluidor é de vital importancia para criopreservacdo do
sémen e deve sr gustada para cada espécie. FOOTE (1964) e FOOTE e LEONARD (1964)
foram os primeiros pesquisadores a investigar sistematicamente a combinagdo e a quantidade

de varios componentes dos diluidores para a preservacéo do sémen de céo.

De acordo com CONCANNON e BATTISTA (1989), o meio diluidor de sémen
deve apresentar: tampdes que impecam as mudancgas nocivas de pH; substancia protetora
contra choque térmico durante o resfriamento; nutrientes usados como fontes de energia;
prevencdo no crescimento de bactérias;, pressdo osmética fisiolégica e concentracdo de
eletrolitos adequada; crioprotetores para reduzir os danos da congel agéo.

2.4. A 4gua de coco

A &gua proveniente do fruto do coqueiro Cocos nucifera L. (membro da familia
Palmae) € uma solucdo estéril, ligeiramente &cida, rica em proteinas, sais, agucares,
vitaminas, fatores de crescimento (fitormdnios) e pobre em fosfolipideo (LAGUNA, 1996). O
coco verde apresenta cerca de 400 mL de &gua que contém propriedades nutritivas, sendo

considerada como um repositor de sais e algumas de suas aplicacdes terapéuticas, € a



utilizacdo, na forma de soro oral ou intravenoso, em casos de célera, problemas intestinais e
estomacais (JAYALEKSHMY et al., 1984, MACIEL et al., 1992 - apud MAGALHAES et
al., 2005).

A &gua de coco contém ainda outros compostos que mostram atividades
semelhantes aguelas das citocininas e que sdo derivados das purinas (difeniluréia), sendo a
auxina principal o é&cido 3-indol-acético (LETHAM, 1974 apund NUNES &
COMBARNOUS, 1995), o qual possui atividades biolégicas consideradas excelentes para as
células (NUNES & SALGUEIRO, 1999).

Depois de varias pesquisas, NUNES e COMBARNOUS (1995) também isolaram
essa substancia na égua de coco, verificando que a mesma apresentava uma acdo benéfica

sobre a motilidade do sémen de caprinos e ovinos incubado a 37°C.

Devido aos excelentes resultados obtidos com os primeiros estudos com a agua de
coco in natura na conservacdo, principalmente, de células espermaticas realizados pelo
pesquisador José Ferreira Nunes durante as décadas de 80 e 90, elaborouse um meio de
conservacao a base de &gua de coco na forma de p6, o qual foi registrado como ACP® (ACP
Biotecnologia®, Fortaleza - Cear, Brasil) (NUNES et al., 2005).

A é4gua de coco na forma de p6 (ACP®) foi utilizada comp diluidor e obtiveram
bons resultados na refrigeracdo do sémen de eqiinos (SAMPAIO-NETO et al., 2002),
diluico para inseminacao artificial em caprinos (SALGUEIRO et al., 2002), e em cées para
resfriamento (MADEIRA et al., 2004), inseminagdo artificial com sémen a fresco e
refrigerado (UCHOA et al.,, 2004; UCHOA et al., 2007) e criopreservacdo do sémen
(CARDOQOSO et al., 2005).

Outras utilizages para 0 ACP® estdo em fase experimental como: meio diluente
para vacinas virais animais, meio de conservacdo e criopreservacdo de Orgaos para
transplante, meios de cultivo de microrganismos (fungos, bactérias, virus), protozoarios e
insetos, bebidas isotbnicas, repositores energéticos, aimentos funcionais, produtos

nutricionais para pacientes hospitalares, dentre outros (NUNES et al., 2005).



2.5. Gema de ovo

A gemade ovo € o protetor de resfriamento mais utilizado para criopreservacéo de
espermatozoides em mamiferos (MOUSSA et al., 2002). Ela protege a membrana plasmatica
dos espermatozéides, restaurando os fosfolipidios perdidos durante os processos de
congelagdo e descongelacdo (MOUSSA et al., 2002). Foram PHILLIPS e LARDY (1940) que
descobriram os efeitos benéficos da gema de ovo na conservacdo dos espermatozoides
(MARCO-JMENEZ et al., 2004), no entanto, Seu preciso mecanismo de protecdo ainda ndo
esta totalmente elucidado (MOUSSA et al., 2002).

Sabe-se que a gema de ovo contém uma lipoproteina chamada fosfatidilcoling, a
gual interage com a estrutura lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides,

conferindo- Ihes protecéo durante o choque térmico (BOUCHARD et al., 1990).

A maioria dos autores utiliza 20% de gema de ovo em diluidores para o sémen do
cdo (PENA et al., 1998; SILVA et al., 2005), no entanto a quantidade de incorporacdo da
gema aos diluidores varia de acordo com a capacidade tamponante dos constituintes dos

mesmos, Visto que a gema de ovo € um excelente tampédo (FARSTAD, 1996).

SILVA et al. (2006c), utilizando o diluidor ACP-106® acrescido de 20% de gema
de ovo de galinha para criopreservacdo do sémen canino, observaram ap0s a descongel acéo
uma motilidade de 51,5% e vigor de 3,9. CARDOSO (2005) utilizando este mesmo diluidor
observou que a gema de ovo altera a viscosidade no diluidor e forma grumos, dificultando a

avaliacdo computadorizada da motilidade espermética.

Um outro ponto negativo é o fato da gema de ovo ser de origem biolégica e poder
contaminar os diluidores, sendo uma fonte potencial de transmissdo de doencas, criando

assim, um obstéculo para a comercializacdo de sémen entre paises (BOUSSEAU et al., 1998).
2.6. Glicerol
Nos meios de diluicéo para a criopreservacao de sémen, fazse necessario 0 uso de

substancias crioprotetoras que protejam a célula espermética dos danos causados durante o
equilibrio, congelacéo e descongelacdo (CONCANNON & BATTISTA, 1989). Esses agentes



pertencem a dois grupos. aqueles que penetram nas células como o glicerol, o dimetil
sulféxido (DMSO) e o metanol; aqueles que permanecem no meio extracelular como as
proteinas, os aclcares e o polivinil pirrolidona (ENGLAND, 1993).

Desde que POLGE et al. (1949) demonstraram a eficacia do glicerol, ele foi
considerado o crioprotetor universal, sendo a substancia mais amplamente empregada na

congelacdo de sémen, incluindo a espécie canina (ENGLAND & ALLEN, 1992).

O dlicerol (CHzHgOs3) € um acool polihidrico atamente permeavel (STOREY et
al., 1996) e, apesar da sua larga utilizacdo, seu mecanismo no interior da célula ndo esta
totalmente elucidado (CURRY, 2000). Sabe-se que sua habilidade em transpor a membrana
celular permite a desidratacéo da célula através da saida de agua por osmose, evitando assim a
formagéo de grandes cristais de gelo intracelulares (MEDEIROS et al., 2002).

A acdo protetora destes crioprotetores € atribuida a suas propriedades coligativas e
ligantes com a &gua, diminuindo o ponto crioscopio intracelular e, portanto, aumentando a
guantidade de agua que permanece no estado liquido sob baixas temperaturas, diminuindo a
concentracdo intracelular de solutos e reduzindo os danos do efeito solucdio (PENA, 1997;
HOLT, 2000).

A concentracdo Otima de glicerol varia de acordo com o diluidor, método de
congelacdo e a espécie animal. Para a congelacdo do sémen do cdo, as concentracfes tém
variado de 4 a 11% (v/v), dependendo da composi¢éo do diluidor e do tampdo utilizado. A
concentragdo 6tima de glicerol deve permitir uma superioridade dos seus efeitos protetores
sobre os seus efeitos toxicos (WATSON, 1979). TERHAER (1993) afirma ser o
espermatozdide canino bastante tolerante ao glicerol (apud RODRIGUES, 1997), contudo,
altas concentragbes do mesmo podem afetar acapacidade fertilizante do espermatozoide
(NEVILLEE€et al., 1970).

SILVA et al. (2003), utilizando o diluidor TRIS-gema, verificaram que o glicerol
pode ser adicionado de forma Unica a0 sémen, sem comprometimento da morfologia do

espermatozoide pos-descongel acéo.



A temperatura durante a adicdo do glicerol gera controvérsias e vem sendo
revisado em vérias espécies como ovinos (GIL et al., 2003), equinos (VIDAMENT et al.,
2000) e caninos (PENA et al.,1998). Sabe-se que 0s agentes crioprotetores intracelulares,
particularmente o glicerol, exercem seu maior papel de crioprotecdo durante a cristalizagéo (-
6° e -10°C).

Em cées, dguns autores realizam a adi¢do do glicerol apos o resfriamento a 4°C
(CARDOSO et al., 2006), outros em temperaturas mais atas como a 32°C (YILDTZ et al.,
2000), 35°C (NOTHLING & SHUTTLEWORTH, 2005) e temperatura ambiente (ROTA et
al., 1996). SILVA et al. (2005) ndo encontraram diferencas entre a adicdo de glicerol ao
sémen a 27° ou a 4°C, utilizando o diluidor TRIS-gema, e ANDERSEN (1975) notificou a
adicdo de um diluidor glicerolizado ao sémen a 37°C e obteve bons resultados apds a

inseminagdo artificial.

Foi observado que a temperatura de adicdo do glicerol (37 ou 4°C) ndo afetou a
motilidade espermética, percentual de espermatozoOides vivos e com acrossoma integro
(PENA et al., 1998), possibilitando assm a realizacio da glicerolizacdo a temperatura
ambiente a fim de se proporcionar praticidade ao protocolo de crioprervacdo, utilizando o
diluidor TRIS.

Apesar destes vérios trabalhos, ainda ndo se sabe qual o efeito da temperatura de
adicdo do glicerol sobre o sémen canino, utilizando um diluidor a base de &gua de coco na
forma de p6 (ACP-106%).

2.7. Antibidtico

Apesar dos gaculados serem estéreis, estes se contaminam durante o processo de
colheita na sua passagem pela uretra, pénis e prepucio. No entanto, esta contaminacéo pode
ser reduzida, através do uso de técnicas assépticas e medidas de higiene antes e durante a
coleta (WATSON, 1990).

Outras potenciais fontes de contaminacdo do sémen séo a gema de ovo de galinha,
utilizada nos diluidores (BOUSSEAU et al., 1998), o proprio diluidor, as palhetas, o dcool



polivinilico (MARINOV & BOHNEL, 1972), bem como o nitrogénio liquido e sua fase de
vapor (LEVY et al., 2004).

Desta forma, o controle do crescimento bacteriano no sémen, através da
incorporacdo de antimicrobianos nos diluidores de sémen, pode ser de grande importancia,
uma vez que a contaminagdo seminal por bactérias pode afetar negativamente a fertilidade
pela prépria presenca das mesmas, pela producdo de suas toxinas e por degradacdo dos
componentes do meio (WATSON, 1990).

Varios antimicrobianos vém sendo acrescentados aos diluidores para
criopreservacdo do sémen de bovinos (MOUSSA et al., 2002), equinos (VIDAMENT et al.,
2000), suinos (KAWANO et al., 2004) e caninos (PENA et al., 2003), sendo as principais
classes farmacoldgicas testadas os (Flactamicos, os aminoglicosideos (BOUSSEAU et al.,
1998; HUYSER et al., 2004; GARY & LU, 2005) e os macrolideos (BOUSSEAU et al.,
1998; VARNER et al., 1998; HUY SER et al., 2004; GARY & LU, 2005).

Os antibidticos 13- I&ctamicos (penicilinas, cefa osporinas, fosfomicinas) interferem
no processo de sintese da membrana celular bacteriana, causando lise e morte celular
(ANDRADE et al., 2002). Ja os aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) e 0s
macrolideos (lincomicina, eritromicinad), sdo inibidores da sintese protéica bacteriana
(ANDRADE et al., 2002).

Segundo WATSON (1979) a associacdo classica de penicilina e estreptomicina
resulta numa preparacdo antibidtica eficaz e, possivelmente, a mais utilizada na elaboracéo de
diluidores seminais. Foi relatado o uso dessa associacdo para refrigeracdo de sémen canino
com o diluidor Tris e posterior inseminagdo e nascimento de crias saudéaveis (SILVA et al.,
2004).

LATORRE et al., (1999) realizaram um estudo da flora bacteriana de dezesseis
cées, sendo realizados isolamentos e testes de sensibilidade antimicrobiana. Das 47 amostras
foram isoladas. Staphylococcus coagulase negativo, Pasteurella sp, Pseudomonas sp, e
Escherichia coli, com 100% de sensibilidade para clorafenicol, enrofloxacina, florfenicol,

imipenem e sulfazotrin e 87,50% de resisténcia ao &cido nalidixico.



S8o poucos os estudos avaliando os efeitos dos antibidticos sobre a qualidade
espermatica. Foi verificado que para o sémen equino refrigerado, a adicdo de amicacina,
gentamicina, estreptomicina, penicilina potassica e sddica, ticarcilina, e polimixina B, ao
diluidor, ndo interferem na motilidade espermatica (VARNER et al., 1998), no entanto doses
elevadas de antimicrobianos podem prejudicar a motilidade e a membrana acrossomica,
guando o sémen equiino é preservado a4°C por até 72 horas (VIEIRA et al., 2002).

Apesar da utilizagdo de antibidticos em diluidores seminais, ainda h4 uma caréncia
de informactes a respeito de seus efeitos bem como da concentracéo ideal destes, para serem

adicionados ao diluidor ACP-106° para criopreservacdo do sémen canino.

2.8. Avaliacao seminal

2.8.1. Sstema de andlise seminal auxiliada por computador

Até recentemente, andlises seminais em muitas espécies de mamiferos eram
baseadas em uma avaliacdo subjetiva de parametros como motilidade, vigor e concentracéo
espermética. Porem, esse método pode apresentar resultados errados e conflitantes, pois
podem ser influenciados pela temperatura do ambiente e pela habilidade do avaliador. Desta
forma, no intuito de se padronizar e objetivar essas avaliagoes, tanto para fins clinicos, quanto
de pesquisa, foram criados aparelhos de mensuracéo computadorizada (DOTT & FOSTER,
1979).

O sistema de andlise seminal auxiliada por computador (CASA) foi iniciamente
proposto por DOTT & FOSTER, (1979), sendo sua primeira descricdo para a andlise seminal
do cdo relatada por GUNZEL-APEL et a. (1993), e atualmente utilizada por diversos
pesquisadores (RIJSSELAERE et al., 2003, ROTA et al., 2006; SILVA et al., 2006b).

O CASA é uma técnica acurada, que se baseia na avaliagdo individual do
espermatozoide, calculando de forma rgpida diferentes parametros como a motilidade total,
motilidade progressiva, linearidade e vérios par@metros de velocidade como a velocidade
curvilinear (VCL), velocidade média da trgetéria (VAP) e velocidade linear (VSL)
(RIJSSELAERE €t al., 2003; IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001).



Além destas avaliacBes, 0 CASA realiza a subdivisdo das popul acBes espermaticas
de acordo com a categoria de seus movimentos, em rapidos, médios, lentos e espermatozoides
estaticos (RIJSSELAERE et al., 2007) e, ainda, permite a avaliagdo da morfologia e
concentracdo espermética (RIJSSELAERE et al., 2005).

SILVA (2005), verificaram uma relacdo significativa entre padrdes de motilidade
avaliados pelo CASA: VAP, VSL e freqiiéncia de batimento cruzado (BCF) com interacfesin
vitro entre espermatozoides caninos congelados/descongelados e odcitos  homaologos,
evidenciando assim a utilizagdo do CASA como uma ferramenta auxiliar para avaliagéo

espermatica canina.

2.8.2. Avaliacéo microbiol6gica do sémen

Para a avadiacdo microbiologica do sémen, podem ser utilizadas técnicas
guantitativas, como a técnica de contagem em placas e qualitativas, como o isolamento
bacteriano e, ainda, o teste de sensibilidade antimicrobiana (TORTORA, et al., 2005).

A técnica de contagem em placas é utilizada para determinacéo o tamanho de uma
populagcdo bacteriana presente em uma amostra (TORTORA, et al., 2005) e consiste no
plagueamento de aliquotas de amostras a serem avaliadas e sua distribuicdo em meios de
cultura solidos adequadamente selecionados em fungdo do(s) microorganismo(s) a ser(em)
enumerado(s) (FRANCO & LANDGRAF, 1996). O plagueamento pode ser feito por
semeadura na superficie do meio de cultura previamente distribuido em placas de Petri
estéreis (semeadura de superficie), ou entdo, o0 meio de cultura pode ser adicionado apos a

transferéncia das aliquotas para placas de Petri vazias (semeadura em profundidade).

Apds a semeadura, as placas séo incubadas a uma combinagdo de temperatura e
tempo adequada para cada tipo de amostra. A contagem pode ser realizada manual mente ou
com auxilio de contadores automaticos (FRANCO & LANDGRAF, 1996), sendo o resultado
expresso em unidades formadoras de col6nia, visto que cada coldnia € resultado ndo de uma
Unica bactéria, mas de uma cadeia ou de um grupo de bactérias (TORTORA, €t al., 2005).

A técnica de contagem em placas pode ser antecedida pela técnica de diluicéo

seriada, principalmente quando a amostra coletada ndo é estéril e pode apresentar microbiota



rica, fato que leva ao crescimento de muitas colénias em uma Unica placa, impossibilitando
sua contagem (TORTORA, et al., 2005).

A técnica de diluicdo seriada consiste na realizacdo de diluicdes seriadas de uma
amostra em tubos contendo caldo de cultura apropriado para cada tipo de andlise. Em seguida,
€ retirada uma aliguota de cada tubo, contendo o caldo e a amostra diluida, esta € inoculada
em placas de Petri, sendo utilizada ent&o a técnica de contagem em placas (TORTORA, et al.,
2005).

As técnicas de contagem em placas e diluicdo seriada foram (Figura 1) utilizadas
em trabalhos com sémen suino a fresco (TONIOLLI et al., 2001), sémen bovino a fresco
(GENOVEZ, et al., 1999) e criopreservado (GENOVEZ, et al., 1999; VISSER et al., 1999), e
sémen fresco e criopreservado de caprinos (SOUZA, et al., 2006), ndo tendo ainda sido

utilizadas para 0 sémen canino.
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Figural: Esgquema das técnicas de diluicdes seriadas e contagem em placas.
Fonte: TORTORA et al., 2005 (Modificado).



3. JUSTIFICATIVA

Vé&ios diluidores j& foram utilizados com sucesso na criopreservacdo de sémen
canino. Dentre eles podemos destacar o diluidor & base de égua de coco na forma de po, que
foi desenvolvido com o objetivo da padronizacdo do diluidor a base de agua de coco para uma

futura comercializagdo.

O ACP® ja foi utilizado com sucesso para o resfriamento e criopreservacio de
sémen de cdo, onde para o resfriamento pdde-se conservar o sémen por até 96 horas a4 °C
(MADEIRA et al., 2004) e, no caso da criopreservacdo, obteve-se aproximadamente 60% de
espermatozoides méveis apos a descongelacdo (CARDOSO et al., 2004). No entanto, estudos
S80 necessarios para aperfeicoar o protocolo de criopreservacado, visto que ainda ndo se sabe o
efeito da temperatura de adicdo do diluidor glicerolizado a0 sémen sob a qualidade
espermdtica, bem como ndo se sabe o efeito da adicdo de diferentes concentragcdes de
antibiéticos sobre o crescimento microbiano e, qualidade espermatica do sémen canino
criopreservado em um diluidor & base de &gua de coco na forma de p6 (ACP-106%). Desta
forma, o aperfeicoamento do protocolo de congelacdo de sémen canino com ACP-106°
podera permitir o seu uso em escala comercial, uma vez que é crescente 0 numero de
criadores comerciais de cdes interessados no armazenamento e subseqUente difusdo de

material genético de seus animais.



4. HIPOTESES CIENTIFICAS

& A adicdo do ACP-106® com glicerol ao sémen canino a temperatura de 27°C
confere resultados pds-descongelacdo semelhante aos obtidos apds a glicerolizagéo a
4°C

& A benzilpenicilina benzatina quando adicionada ao diluidor ACP-106® controla o

crescimento bacteriano, sem causar danos ao espermatozdéide canino.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

& Avdiar uma nova forma de glicerolizagdo, bem como a adi¢do de antibioticos
a0 diluidor & base de &gua de coco na forma de p6 (ACP-106%), verificando seus

efeitos sobre a qualidade do sémen canino congel ado-descongel ado.

5.2. Objetivos Especificos

& Verificar o efeito da adicgo de diluidor glicerolizado ao sémen, em diferentes
temperaturas, sobre a motilidade, percentuais de espermatozdides vivos, morfologia, e
integridade funciona de membrana do espermatozOide canino criopreservado,

utilizando o diluidor & base de 4gua de coco na forma de p6 (ACP-106°).

& Avdiar o efeito da adicdo de benzilpenicilina benzatina em diferentes
concentragdes sobre a sobre a motilidade, percentuais de espermatozdides vivos,
morfologia, e integridade funciona de membrana do espermatozdide canino
criopreservado, utilizando o diluidor a base de &gua de coco na forma de p6 (ACP-
106°%).

& Verificar a agdo da benzilpenicilina benzatina em diferentes concentragdes em
um diluidor & base de 4gua de coco na forma de p6 (ACP-106®) sobre o controle do

crescimento bacteriano.



6. CAPITULO 1

Artigo 1

Criopreservacéo de sémen canino com um diluidor a base de agua de coco na forma de
p6 (ACP-106%): Efeito da temperatura de adicéo do glicerol (27 e 4°C)

Claudia da Cunha Barbosa, Victor Leo Hitzschky Madeira, Ricardo Parente Juca, Angela
Cristina de Oliveira, Daniel Couto Uchoa, Lucia Daniel Machado da Silva

Artigo submetido em 12 de novembro de 2007 ao periédico “Ciéncia Animal Brasileira”,
classificada como QUALIS A nacional.



Criopreservacao de sémen canino com um diluidor a base de 4gua de coco na forma de
p6 (ACP-106%): Efeito da temperatura de adicédo do glicerol (27 e 4°C)

Cryopreservation of canine semen using a powdered coconut water extender (ACP-106%):

Effect of glycerol temperature addition (27 and 4°C)

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi comparar o efeito da temperatura de adicdo do
glicerol (27 e 4°C) sobre o sémen canino diluido em ACP-106® e criopreservado. Doze
gaculados provenientes de seis cdes foram coletados por manipulacdo digital. A fracéo
espermética foi avaliada e dividida em duas diquotas. A primeira aiquota foi diluida em
ACP-106® com 5% de gema de ovo e glicerol a 27°C (G27) e a segunda diluida em ACP-
106® com 5% de gema de ovo, porém a glicerolizacdo ocorreu a 4°C. As amostras foram
congeladas e estocadas em nitrogénio ligquido. Aproximadamente de uma semana, amostras
foram descongeladas e submetidas a avaliagcbes de morfologia, integridade acrossomal, teste
hipo-osmoatico e percentual de vivos. Nenhuma diferenca foi observada entre as temperaturas
de adicdo do glicerol com relacdo aos pardmetros seminais avaliados. Na andlise
computadorizada, também ndo foi evidenciada diferenca entre os grupos para todos os
pardmetros avaliados, sendo observada em G4 e G27, respectivamente, uma motilidade total
de 2445 + 393% e 31,65 + 3,87% e a veocidade média da trgetoria (VAP) dos
espermatozdides rdpidos de 91,24 + 7,74?m/s e 106,25 + 3,94?m/s. Conclui-se que a
temperatura de adicéo do glicerol ndo influencia a qualidade pds-descongelacéo do sémen
canino diluido em ACP-106°.
Palavras chaves: criopreservacdo; sémen; co; glicerol; ACP-106°

SUMMARY
The aim of the present study was to compare the effect of glycerol addition at two
temperatures (27 and 4°C) on canine semen extended and frozen with powdered coconut
water extender (ACP-106%). Twelve gjaculates from six stud dogs were collected by digital
manipulation. The sperm-rich fraction was evaluated and further divided into two aliquots.
The first aliquot was extended in ACP-106® with 5% egg yolk and glycerol at 27°C (G27) and



the second one was aso extended in ACP-106® with 5% egg yolk, but received glycerol at
4°C (G4). Samples were frozen and stored in liquid nitrogen. After about one week, samples
were thawed and slbmitted to evaluations of morphology, acrossomal integrity, hypo-osmotic
swelling and alive spermatozoa. No differences were observed between groups after thawing
regarding seminal parameters evaluated. In computerized analyzes, it was also not evidenced
differences between groups for all parameters evaluated, being observed in G4 and G27,
respectively, a total motility of 24.45 + 3.87% and 31.65 £ 3.93%, with the velocity average
pathway VAP of the rapid spermatozoa of 91.24 + 7.74?m/s and 106.25 £ 3.94?nvs. In
conclusion, the glycerol temperature addition does not influence the quality of post-thawed
canine semen diluted in ACP-106°.

Key Words: semen; dog; glycerol; ACP-106

INTRODUCAO

Um componente de vital importancia no diluidor para criopreservacdo de sémen €
0 agente crioprotetor (OLIVEIRA, 2003), sendo o glicerol o mais utilizado em varias espécies
(VIDAMENT et al., 2000; GIL et a., 2003), inclusive acanina (SILVA et al., 2003).

O glicerol pertence ao grupo dos crioprotetores intracelulares e a0 penetrar na
célula, promove sua desidratacdo através da saida de agua por osmose, evitando assim a
formagdo de grandes cristais de gelo intracelulares (MEDEIROS et a., 2002). Sua agéo
protetora € atribuida as suas propriedades coligativas e ligantes com aégua, diminuindo o
ponto crioscopio intracelular e a concentragdo intracelular de solutos, reduzindo os danos do
efeito de solucéo (HOLT, 2000).

Fatores como a concentraciio (PENA et al., 1998) e forma de adico do glicerol
(SILVA et a., 2003) podem influenciar a criopreservacio do sémen. Segundo PENA et al.
(1998), a concentracdo o6tima de glicerol varia de acordo com o diluidor, método de
congelacdo e a espécie animal. CARDOSO et al. (2003a), utilizando o diluidor & base de &gua
de coco, demonstraram que as concentracdes de 4, 6 e 8% de glicerol poderiam ser utilizadas
para a criopreservagaéo do sémen canino.

A temperatura de adicdo do glicerol gera controvérsias e vem sendo revisada em
vérias espécies como ovinos (GIL et d., 2003), equinos (VIDAMENT et a., 2000) e caninos
(PENA et a.,1998). Para 0 s@men canino, dguns autores realizam a adi¢do do glicerol em
temperaturas como a 32°C (YILDTZ e al., 2000), 35°C (NOTHLING &



SHUTTLEWORTH, 2005), temperatura ambiente (ROTA et al., 1996) e ainda a 4°C
(CARDOSO et al., 2005). SILVA et al. (2005) ndo encontraram diferencas entre a adicdo de
glicerol ao sémen canino a 27° ou a 4°C, utilizando o diluidor TRIS-gema e ANDERSEN
(1975) notificou a adicdo de um diluidor glicerolizado ao sémen a 37°C e obteve bons
resultados ap0s a inseminacdo artificial.

Visto o grande nimero de trabahos utilizando variadas temperaturas de
glicerolizacdo, sem interferéncia na qualidade espermatica e a caréncia de estudos sobre a
temperatura de adicdo do glicerol ao diluidor ACP-106° para a criopreservacéo de sémen
canino, o trabalho teve como objetivo comparar o0 efeito da adicdo do glicerol a 27 e 4°C
sobre 0 sémen canino diluido em ACP-106° e criopreservado, utilizando os parametros de
motilidade poOs-descongelacdo, morfologia, integridade acrossomal, percentual de

espermatozdides vivos, teste de termorresisténcia e hipoosmatico.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Foram selecionados seis cées, oriundos de canis particulares, sendo dois da raga
Boxer, dois Rottweiler, um American Pit Bull Terrier e um Bullmastiff, com idade entre 18
meses e 9 anos. Os caes foram mantidos em canis individuais com livre acesso a agua e

alimentados uma vez ao dia com racéo comercial.

Coleta e avaliacao de sémen

Foi utilizado um total de 12 gjaculados, sendo 6 obtidos da raca Boxer, 4 daraga
Rottweiler, um da raca Americam Pit Bull Terrier e um da raca Bullmagtiff. A coleta foi
realizada através da técnica de manipulacdo digital (CHRISTIANSEN, 1988), utilizando-se
tubos de vidro graduados acoplados a um funil, sendo as fragcbes seminais separadas por
mudanca na coloracdo. A fracdo rica em espermatozoides foi destinada a avaliacdes e
posterior criopreservacdo. No sémen a fresco, foram observados os parametros macroscopicos
de cor e volume. Os parametros microscépicos de motilidade (percentual de espermatozéides
com motilidade progressiva e retilinea) e vigor espermético, mensurado em uma escala de 0
(auséncia de movimento) a 5 (movimento vigoroso, retilineo e progressivo; CBRA, 1998)

foram avaliados com auxilio de microscopio optico (100x).



A morfologia espermética e a integridade acrossomal foram avaliadas através da
contagem de 200 células em esfregaco Umido corado com rosa de bengala, sendo as células
classificadas como normal ou apresentando alteracdes primarias ou secundarias, e separadas
de acordo com a sua localizagdo (cabega, peca intermediaria e cauda). O acrossoma foi
classificado como intacto ou danificado. Estas avaliacfes foram realizadas em microscopia de
luz, em aumento de 1000x.

A concentracdo espermética foi mensurada por meio de contagem em camara de
Neubauer (CARDOSO et al., 2003b).

Somente amostras apresentando motilidade = 85%, vigor = 4 e alteracbes

morfol 6gicas totais esperméticas = 15%, foram utilizadas para 0 experimento.

Processamento do sémen

A &gua de coco na forma de pd (ACP-106%, ACP BIOTECNOL OGIA®, Fortaleza-
Ceara, Brasl), foi utilizado como diluidor base, preparado segundo recomendacdes do
fabricante com um pH de 7,07 e osmolaridade de 298mOsm. A este diluidor foi acrescida
gema de ovo, com uma concentracéo final de 5%. O diluidor jA com a gema de ovo foi
dividido em duas partes (A e B).

A parte “A” composta por ACP-106° + gema de ovo e a Parte “B”, similar &
anterior, entretanto acrescida de glicerol em uma concentracdo final de 12% .

Apébs aavaliacdo inicial do sémen, este foi dividido em duas aliquotas, e destinado
adois grupos experimentais. grupo 27 (G27) e grupo 4 (G4).

No grupo 27, foi diluido com ACP-106%, gema de ovo e glicerol, de forma Gnica &
temperatura de 27°C. O grupo 4 foi diluido com ¥z parte do diluidor A, necessario para atingir
uma concentraczo final de 200 x 10° espermatozdides/mL, designado como G4. Apds esta
primeira diluicdo, ambos 0s grupos armazenados em tubos de vidro foram colocados em um
recipierte com &gua e acondicionados em caixa térmica com gelo reciclavel (15?7C) por 40
minutos. Em seguida, os grupos foram transferidos para um refrigerador até atingir 4°C (30
minutos).

A segunda diluicdo foi realizada somente no G4, diluindo-o de forma Unica com a
outra ¥ parte do diluidor B, sendo o glicerol adicionado a esta amostra a temperatura de 4°C.
Apds 15 minutos desta segunda diluicdo, o sémen foi envasado em pahetas de 0,25 mL,
sendo dispostas horizontalmente em rampa de congelacdo a uma altura de 5 cm do nivel de

nitrogénio liquido por cinco minutos e, finalmente, armazenadas em nitrogénio liquido.



Durante o processamento, foram realizadas duas avaliacOes da motilidade e do
vigor das amostras, sendo uma a 27°C ap6s a diluicdo e, a segunda apds o resfriamento e
diluicBo do G4 a 4°C, vale ressaltar que as avaliagbes foram realizadas em ambos 0s grupos
em cada tempo.

Teste de termorresisténcia e andlise da motilidade espermética auxiliada por
computador

ApGs cerca de uma semana, 0 sémen foi descongelado em banho-maria a 37°C por
1 minuto, depositado em um tubo Eppendorf® e destinado a0 teste de termorresisténcia. Neste
teste, 0 sémen foi mantido em banho-maria a 37°C, avaliado imediatamente e 30, 60 e 90
minutos apés a descongelacdo, a fim de se verificar a termorresisténcia espermética (SILVA
et al., 2003).

ApGs a descongelacdo e com 60 minutos de incubacdo em banho-maria, foi
realizada a avaliacdo do percentual de espermatozéides vivos, através de esfregacos de sémen
corados com azul de bromofenol. Foram contadas 100 células com auxilio de microscépio de
luz com aumento de 400x, sendo classificados como vivos 0s espermatozoides que ndo
estavam corados. Nestes dois tempos de incubagdo também foram avaliadas a morfologia
espermatica e integridade do acrossoma, com |aminas coradas com rosa de bengala.

Foi realizada ainda a analise computadorizada da motilidade espermatica, com
auxilio de um microscopio de contraste de fases acoplado a uma video-camera adaptada ao
sistema Sperm Class Analyser® (SCA, Microptic S.L., versdo 3.2.0).

Para a analise computatorizada, foi realizada uma re-diluicdo da amostra, sendo 10
ul da amostra homogeneizada em um segundo tubo Eppendorf®, contendo 50 pl de uma
solucéo de citrato de sddio-glicose a 37°C (2,37 g citrato de sddio, 0,80 g glicose, 100 mL
dgua destilada), a fim de se atingir uma concentragdo de 20 a 50x10° de sptz/mL. Cinco pl da
amostra re-diluida foi colocada em uma Camara de Makler® (Sel-Medical Instruments),
previamente agquecida a 37°C, sendo avaliados entdo os parametros de motilidade total (MT,
%), motilidade progressiva (MP, %), velocidade média da trgjetoria do espermatozéide (VAP,
?m/s) e % de sub-popul agdes de espermatozoéides com velocidade média (VAP 55 a 95 ?m/s)
ergpida (VAP > 95 ?m/s).

Teste hipoosmético
O teste hipoosmético foi readlizado apds a coleta, e imediatamente apos a

descongelacdo do sémen. Para isso 0,01 mL de sémen foi diluido em 0,09 mL de &gua



destilada (solucéo hipoosmatica) e mantido em banho-maria a 38°C por 45 minutos. Apos
este periodo, uma aliquota espermatica foi colocada em uma lamina de vidro, coberta com
laminula, sendo contadas 200 células com auxilio de microscépio 6tico com aumento de
400x. A membrana espermatica foi considerada funcional quando os espermatozéides
apresentavam sua cauda enrolada (SPITTALER & TYLER, 1985).
Andlise estatistica

Os dados foram expressos na forma de média e erro padréo e analisados pelo
programa Systat 7.0 (SPSS Inc. 1997). Dados percentuais sofreram transformagéo angular em
arcoseno. ANOVA-GLM (General Linear Model) foi utilizada para verificar as direrécas
estatisticas entre 0s grupos e os tempos de avaiacdo. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey para se verificar a interagdo do efeito da temperatura de adicdo do glicerol e do

tempo de incubacdo. Para todas as andlises utilizou-se P < 0,05.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

A fracdo espermdtica do sémen a fresco apresentou caracteristicas dentro dos
padrées normais para a espécie canina (CBRA, 1998), com uma coloracdo branca
opalescente; volume de 1,39 + 0,26 mL; pH 6,04 + 0,08; concentracdo espermatica de 960 +
150,86x10° sptz/mL; motilidade de 99,17 + 0,56%; vigor 5 + 0; 94,64 + 0,73% de
espermatozdides normais e 99,36 + 0,25% de acrossoma intacto.

Durante o processamento do sémen, foi observado que a temperatura de 27°C o
G27 apresentou motilidade (99,58 + 0,42%) e vigor (5 £ 0) superior ao G4 (92,92 £ 2,34% e
4,37 + 0,20) (P < 0,05), ndo sendo observada esta diferenca a 4°C (Tabela 1). Quando
avaiado de forma isolada, G4 manteve seus padrfes de motilidade e de vigor, enquanto que
no G27 foi observada uma reducdo, tanto da motilidade, quanto do vigor apés a avaliacéo a
4°C (P<0,05) (Tabela l).

Apesar da reducdo na motilidade observada no G27 ap0s o resfriamento, o sémen
foi considerado como apresentando uma boa qualidade, visto que esta queda na motilidade
também foi relatada por CARDOSO et al. (2005) e SILVA et al. (2001), utilizando diluidores
a base se agua de coco e Tris, respectivamente. A gqueda na motilidade apds o resfriamento
deve ter sido ocasionada provavelmente pelo choque térmico que causa mudangas na

organizacdo e permeabilidade da membrana espermatica (WATSON, 1981).



Tabela 1. Média £ erro padrdo da motilidade e do vigor a27°C e a 4°C do sémen canino em
ACP-106°.

Grupos Diluicdo M otilidade Vigor
G4 4°C 92,92 + 2,34* 4,37 +0,20%
27°C 92,25+ 1,02 4,46 + 0,17
G27 4°C 99,58 + 0,42% 5+0%®
27°C 88,50 + 4,03™ 4,50 + 0,20™

ab | etras mindsculas diferentes indicam diferenca entre as diluicdes do mesmo grupo.
AB | etras mailsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos na mesma diluico.
(P<0,05).

Tabela 2. Média + erro padrdo da morfologia espermética e integridade de acrossoma,
imediatamente apds e 60 minutos apds a descongelacdo do sémen canino criopreservado em
ACP-106°, submetido & glicerolizacdo a4 (G4) e 27°C (G27).

Sémen descongelado

% G4 G27
0} 60’ 0} 60’
Alteracdes de cabeca
Primérias 029+013 021+010 025+0,13 0,21+0,11
Secundarias 0,71+£0,71 058+025 046+0,19 042+0,25
AlteracOes de pecaint.
Primérias 021+011 083+0,06 008+008 0,12+0,12
Secundérias 183+044 175+045 192+058 1,46+045
Alteracdes de cauda
Primarias 0,17+£0,09 042+0,29 0,04+004 0,12+0,06
Secundarias 417+057 587+099 575+082 596+0,72

Total sptz. normais 92,75+0,85 91,08+0,81 91,58+1,22 91,71+1,05

Acrossoma intacto 9487+0,73 9487+055 9571+0,62 9512+0,59

P> 0,05.

Pecaint.: pecaintermediéria; sptz.: espermatozdide; 0': zero minuto; 60': sessenta minutos.



Apobs a descongelacdo, foi observado que os padrdes de morfologia e integridade
de acrossoma ndo sofreram influéncia da temperatura de adicéo do glicerol, bem como néo foi
observada reducdo nesses pardmetros com o passar do tempo de incubacdo no teste de
termorresisténcia (P > 0,05). Os resultados de morfologia espermética e integridade de
acrossoma estéo ilustrados na Tabela 2 e estdo de acordo com os resultados obtidos por
SILVA et a. (2005) em que os mesmos ndo encontraram diferenca na morfologia
espermatica, bem como na integridade acrossomal entre as temperaturas de glicerolizagdo em
ambos 0s tempos de incubacéo.

Durante o processo de resfriamento, criopreservacéo e descongelacdo, ocorrem
alteragdes quimicas e fisicas na membrana celular, que levam a ruptura e remogdo de
importantes proteinas de membrana, ateragdes na estrutura da bi-camada lipidica e
lipoprotéica da membrana plasmatica, reducdo da fluidez, aumento da permeabilidade, danos
no acrossoma, desidratacdo, liberacdo de enzimas e fosfolipidios, reducdo da atividade
metabdlica, diminuicdo do consumo de ATP, que podem comprometer de forma parcial ou
tota a fertilidade (FARSTAD, 1996; HOLT, 2000) e, ainda, reduzir a longevidade
espermatica e acelerar a capacitagdo (WATSON, 1995).

No presente trabalho, pode-se notar que a integridade de membrana foi afetada
pelo processo de criopreservacdo, Visto que no sémen a fresco o percentua de
espermatozéides com membrana funcional foi de 89,75 + 2,82%, sendo observada uma
reducdo significativa neste nUmero apos a descongelacdo em G4 e G27 (Tabela 3), ndo
diferindo entre eles apds a descongelacdo (P > 0,05). Os valores obtidos neste trabalho séo
semelhantes aos de ROTA et al. (2006), o qual utilizou dois observadores para verificar o
percentual de espermatozoides com membrana funcional, obtendo 59 + 6,2% e 71 + 4,5%.
Esta reducdo no percentual de espermatozéides com membrana funcional provavelmente se
deve as grandes alteracdes e danos ocorridos nas membranas esperméticas durante o processo
de congel agéo e descongelacéo conforme relatados por WATSON (1995).

Tabela 3. Média + erro padréo do percentua de espermatozoides com membrana plasmética
funcional ap6s a descongelacdo do sémen canino criopreservado em ACP-106°, submetido &
glicerolizagcdo a4 (G4) e 27°C (G27).
Sémen fresco (%) Descongelado (%)
4 G27
89,75 + 2,82° 65,33 + 6,41° 67,33 + 7,50°

b | etras minGsculas diferentes indicam diferenca na linha entre os grupos (P < 0,05).




A viabilidade espermatica pos-descongelacdo ndo diferiu entre os grupos testados,
sendo observado respectivamente em G4 e G27, 27,25 + 3,79% e 32,42 + 4,13% de
espermatozdides vivos (P > 0,05). No entanto, apds 60 minutos de incubacdo no teste de
termorresisténcia, foi observada uma reducdo no percentual de espermatozoides vivos para
ambos 0s grupos, 9,83 + 2,52% (G4) e 12,75 + 2,67% (G27) (P < 0,05), ndo diferindo entre si
neste momento (P > 0,05).

Na avaliagdo computadorizada do sémen imediatamente ap0s a descongelacéo,
ndo foi observada diferenca ente G4 e G27, nos parametros de motilidade total (Figira 1A),
motilidade progressiva (Figura 1B), percentual de espermatozoides com velocidade réapida
(Figura 1C) e percentua de espermatozéides com velocidade média (Figura 1D). Foi
observada uma reducdo em todos os parametros mencionados ap6s 30 minutos de incubagdo
e, a partir deste tempo, uma manutencdo desses resultados até 120 minutos. Vale ressaltar
gue nestes tempos G4 e G27 n&o diferiram.

Podemos observar ainda na analise computadorizada que G4 e G27 nao diferiram
imediatamente apds a descongelacdo nas avaiagOes de velocidades médias da trgjetéria
(VAP) dos espermatozdides com velocidade rapida (Figura 1E) e com velocidade média
(Figura 1F), sendo observada uma reducdo destas duas velocidades apés 30 minutos de
incubacdo em ambos os grupos, ndo diferindo G4 e G27 neste tempo. Apds 90 minutos de
incubacdo, foi observada uma nova reducdo da VAP dos espermatozoides com velocidade
rapida (Figura 1E) que se manteve até 120 minutos, ndo diferindo G4 e G27 em cada tempo
mencionado. Uma segunda reducéo da VAP dos espermatozéides com velocidade média foi
observada apenas aos 120 minutos de incubagéo, ndo diferindo G4 e G27 neste tempo.

Foi observada uma baixa motilidade espermatica, quando comparada aos
resultados obtidos por CARDOSO et a. (2006) e SILVA et a. (2005) que obtiveram
respectivamente uma motilidade de 51% e 65% p0s descongelacdo utilizando diluidor a base
de &gua de coco e Tris, no entanto foi utilizado uma concentracdo de 20% de gema de ovo de
galinha no diluidor, enquanto que no presente trabalho foi utilizado somente 5%.

Sabe-se que a gema de ovo vem sendo adicionada aos diluidores como protetores
do resfriamento em concentracfes que variam de 3 a 25% (v/v; WATSON, 1979). Sua funcéo
€ preservar 0s espermatozoides durante o choque térmico, bem como durante a congelagéo e
descongelacdo (FARSTAD, 1996).
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Figura 1. Andlise espermética computadorizada pés-descongelacdo do sémen canino
criopreservado em ACP-106®, submetido & glicerolizaco a 4°C (G4) e 27°C (G27). (A)
Motilidade total (%); (B) Motilidade progressiva (%); (C) Percentual médio da sub-populacéo
de espermatozoides répidos;, (D) Percentual médio da sub-populacdo de espermatozoides
médios; (E) VAP média da sub-populacéo de espermatozoides rgpidos; (F) VAP média da
sub-populagdo de espermatozdides médios (?nmv/s).

abe | etras minGsculas diferentes indicam diferenca entre os tempos para ambos os grupos (P
<0,05).



LEl et al. (2007), utilizando diluidor Tris acrescido de 5% de gema de ovo de
pomba obtiveram uma motilidade de 35% para o espermatozdide bovino descongelado.
CARDOSO (2005), utilizando diluidor ACP-106® acrescido de 20% de gema de ovo obteve
uma motilidade total de 23%, motilidade progressiva de 18% e uma VAP de 85,3 ?m/s, sendo
ambos os resultados semelhante ao observado neste trabalho. CARDOSO (2005) justificou
seus baixos resultados devido a insuficiente homogenizacéo do diluidor com a gema de ovo,
formando grumos, aiado a alta viscosidade do meio dificultando a motilidade dos
espermatozdides e sua avaliacdo pelo CASA.

CONCANNON & BATTISTA (1989) sugerem gque aproximadamente 40 a 50%
de espermatozéides moveis s80 hecessarios para obtencdo de sucesso na inseminagdo artificial
com sémen canino congelado, no entanto, gestacdes vém sendo obtidas com sémen congelado
com motilidade pds-descongelagcdo entre 20 e 30% (LINDE-FORSBERG & FORSBERG,
1989).

Foi observada uma baixa longevidade espermética, no entanto, OLAR (1984)
sugere que para avaliar a capacidade fecundante do espermatozoide canino, a motilidade
imediatamente ap0s a descongelacdo € mais importante do que sua sobrevivéncia apos
incubacéo.

Sabe-se, anda, que ndo foi estabelecida uma relacdo entre longevidade
espermética e o potencia fecundante do sémen para a espécie canina e que a (VAP) avaiada
aravés da CASA apresenta relacdo significativa com as interacbes in vitro entre
espermatozdides caninos congel ados descongel ados e odcitos homologos (SILVA, 2005).

A velocidade média do percurso dos espermatozéides (VAP) neste trabalho
encontra-se semelhante a velocidade encontrada por SILVA et a. (2006b), o qual utilizou o
diluidor Tris e obteve uma VAP média de 100,9 ?m/s.

Estudos devem ser realizados a fim se de melhorar a motilidade pés-descongel agéo
utilizando o diluidor ACP-106%, sendo talvez a concentracdo de gema de ovo a grande
responsdvel por essa baixa motilidade uma vez que CARDOSO et a. (2002), testando
diversas formas de criopreservacéo do sémen canino com agua de coco in natura observaram
gue ao se congelar o sémen com o diluidor a base de agua de coco in natura + 6% de glicerol
e 20% de gema de ovo a motilidade foi de 56,7%, e a0 se congelar utilizando somente o
diluidor com glicerol, esta motilidade foi reduzida para 22,5%, resultado este semelhante ao

observado no presente estudo.



CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que ndo ha influéncia da adicéo do
glicerol a temperatura ambiente (27°C) ou apbs o resfriamento a 4°C, com a utilizacdo do
diluidor ACP-106®, na qualidade do sémen canino.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de benzilpenicilina
benzatina em diferentes concentragcbes sobre a qualidade espermédtica, e o controle do
crescimento bacteriano no sémen canino criopreservado em ACP-106°. Foram utilizados
treze gjaculados, os quais foram avaliados e posteriormente divididos em quatro aliquotas.
Cada aliquota foi diluida em ACP-106® com 20% de gema de ovo e quatro concentrages de
benzilpenicilina benzatina, constituindo os quatro grupos experimentais. GO (diluido sem
antibiético); G500 (com 500 Ul/mL); G1.000 (com 1.000 Ul/mL); e G1.500 (com 1.500
Ul/mL). Em seguida, as amostras foram congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido.
Apds uma semana, as amostras foram descongeladas e submetidas a avaliago espermética e
microbiologica. Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos apos descongelacdo com
relacdo aos parametros seminais avaliados, com excecao no G1.500 que apresentou aumento
no numero de acrossomas danificados aos 60 minutos. Na avaliagdo computadorizada,
também ndo foi evidenciada diferenca entre os grupos para todos os parémetros avaliados.
N&o foi observada diferenca entre os grupos para a0 numero de UFC/uL apds a
descongelacdo. Conclui- se que a benzilpenicilina benzatina quando adicionada ao ACP-106
ndo controla o crescimento bacteriano e ndo influencia a qualidade espermatica apds a

criopreservacdo do sémen canino.



Palavra chave: criopreservacdo; sémen; cao; antibiético; ACP-106°

SUMARY

The aim of the present study was to analyze the effect of benzylpenicillin benzatin
addition in different concentrations on semen quality, and on control of bacterial growth on
canine semen cryopreserved in ACP-106®. Thirteen eaculates was used, evaluated and
further divided into four aliquots. Each aliquots was extended in ACP-106® with 20% egg
yolk and four concentrations of benzylpenicillin benzatin, forming four experimental groups:
GO (without antibiotic); G500 (with 500UI/mL); G1.000 (with 1.000UI/mL); and G1.500
(with 1.500U1/mL). After then, the samples were frozen and stored in liquid nitrogen. After
about one week, samples were thawed and submitted to spermatic and microbiology
evauations. No differences were doserved between groups after thawing regarding seminal
parameters, excepted in G1.500 that presented increase on damaged acrossoma number on 60
minutes. In computerized analyzes, it was also not evidenced differences between groups for
all seminal parameters and the same was observed regarding the number of UFC/uL after
thawing. In conclusion, benzylpenicillin benzatin added to ACP-106® do not control bacterial

growth and does not influence spermatic quality after canine semen cryopreservation.
Key Words: cryopreservation; semen; dog; antibiotic; ACP-106°
INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen € uma biotécnica que permite o armazenamento de
material genético de machos valiosos por tempo indeterminado e ainda facilita a troca de
material genético dentro e entre paises, reduzindo custos com transportes de animais, bem
como evitando estresse dos reprodutores e transmisséo de doengas (CARDOSO et al., 2000).

Sabe-se que apesar dos gaculados serem estéreis, estes podem se contaminar
durante o processo de coleta (WATSON, 1990), bem como durante seu processamento para
congelacéo através da gema de ovo utilizada nos diluidores (BOUSSEAU et al., 1998), com o0
proprio diluidor, as pahetas, o dcool polivinilico (MARINOV & BOHNEL, 1972), bem
como com o nitrogénio liquido e sua fase de vapor (LEVY et al., 2004).

A contaminacdo bacteriana pode afetar negativamente a fertilidade do
espermatozdide pela propria presenca das bactérias, pela producdo de toxinas e por
degradacdo dos componentes do meio (WATSON, 1990).



A fim de se controlar o crescimento bacteriano, antibiéticos vém sendo
adicionados aos diluidores seminais para criopreservacdo do sémen de bovinos (MOUSSA et
a., 2002), equinos (VIDAMENT et a., 2000), suinos (KAWANO et a., 2004) e caninos
(PENA et al., 2003), £ndo a associacio classica de penicilina e estreptomicina a mais
utilizada (WATSON, 1979).

Apesar de aguns autores ja utilizarem antibidticos em diluidores para
criopreservaciio do sémen canino (RIJSSELAERE et a., 2002; PENA et al., 2003;
SCHAFER-SOMI et al., 2006), ainda ha uma caréncia de estudos sobre a concentragdo ideal
destes, bem como seus efeitos sobre a qualidade espermatica canina. Desta forma, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de benzilpenicilina benzatina em diferentes
concentragcOes sobre a motilidade, morfologia e integridade funcional de membrana do
espermatozoide canino criopreservado em um diluidor a base de agua de coco na forma de p6

(ACP-106®), bem como verificar seu efeito sobre o controle do crescimento bacteriano.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Seis cées clinicamente saudéveis foram selecionados, sendo dois da raca Boxer,
um Rottweiler, um American Pit Bull Terrier, um Bullmastiff e um Sharpei, com idade entre
18 meses a hove anos. Os caes perterciam a canis particulares, mantidos em boxes individuais

com livre acesso a agua e alimentados com racéo comercial uma vez ao dia.

Coleta e avaliacao de sémen

Foi utilizado um total de 13 gaculados, sendo a coleta realizada por meio da
técnica de manipulacdo digital (CHRISTIANSEN, 1988), utilizando-se tubos de vidro
graduados acoplados a um funil, sendo as fragdes seminais separadas por mudanca na
coloracdo. A fragdo rica em espermatozOide foi destinada as avaliacbes e posterior
criopreservacdo. No sémen a fresco, foram observados os parametros macroscopicos de cor e
volume. Os parametros microscopicos de motilidade (percentual de espermatozdides com
motilidade progressiva e retilinea) e vigor espermatico, mensurado em uma escala de 0
(auséncia de movimento) a 5 (movimento vigoroso, retilineo e progressivo; CBRA, 1998)
foram avaliados com auxilio de microscopio optico (100x).

A morfologia espermética e a integridade acrossomal foram avaliadas através da

contagem de 200 células em esfregaco Umido corado com rosa de bengala, sendo as células



classificadas como normal ou apresentando alteracGes primarias ou secundérias, e separadas
de acordo com a sua localizagdo (cabega, peca intermediaria e cauda). O acrossoma foi
classificado como intacto ou danificado. Estas avaliacbes foram realizadas através da
microscopia Optica, em aumento de 1000x.

A concentracdo espermadtica foi mensurada através de contagem em camara de
Neubauer (CARDOSO et a., 2003).

Somente amostras apresentando motilidade = 85%, vigor = 4 e alteracOes

morfol dgicas totais espermaticas = 15%, foram utilizadas para 0 experimento.

Processamento do sémen

Para o trabalho, foi utilizado o diluidor a base de agua de coco na forma de p6
(ACP-106®, ACP BIOTECNOLOGIA®, Fortaleza-Ceara, Brasil), sendo preparado segundo
recomendagdes do fabricante, com um pH de 7,07 e osmolaridade de 298 mOsm.

Ao ACP-106° foram adicionados 20% de gema de ovo, constituindo desta forma
o diluidor base. A partir do diluidor base, foram preparados quatro diluidores: DO (diluidor
base sem benzilpenicilina benzatina), D5 (diluidor base + 500 UlI/mL de benzilpenicilina
benzatina), D1.000 (diluidor base + 1.000 Ul/mL de benzilpenicilina benzatina) e D1.500
(diluidor base + 1.500 UlI/mL de benzilpenicilina benzatina). Estes quatro diluidores foram
divididos em duas partes, A e B. A parte B, foi acrescido glicerol, na concentracio de 12%.

Inicialmente, 0 sémen apos prévia avaliagao, foi dividido em quatro aliquotas de
igual volume, congtituindo desta forma, quatro grupos experimentais. Cada grupo foi diluido
com 1/2 parte do diluidor A necessario para atingir uma concentracdo final de 200 x 10°
espermatozéides/mL; GO (diluido com D0), G500 (diluido com D500), G1.000 (diluido com
D1.000) e G1.500 (diluido D1.500).

Apbs a primera diluicdo, os grupos armazenados em tubos de vidro foram
colocados em um recipiente com agua e acondicionados em caixa térmica com gelo reciclavel
(152C) por 40 minutos. Em seguida, os grupos foram transferidos para um refrigerador até
atingir 4°C e la permanecendo por 30 minutos.

A segunda diluicéo foi realizada a 4°C de forma simples com a outra ¥z parte do
diluido B de cada grupo. Apds 15 minutos desta segunda diluicéo, o sémen foi envasado em
pahetas de 0,25 mL, sendo dispostas horizontalmente em rampa de congelacdo a uma altura
de 5 cm do nivel de nitrogénio liquido por cinco minutos e finalmente, armazenadas em

nitrogénio liquido.



Teste determoresisténcia e anélise da motilidade esper matica auxiliada por computador

Apbs uma semana, o sémen foi descongelado em banho-maria a 37°C por 1
minuto, depositado em um tubo Eppendorf® e destinado ao teste de termorresisténcia. Neste
teste, 0 sémen foi mantido em banho-maria a 37°C e avaliado imediatamente e 30, 60 e 90
minutos apds a descongelacdo, a fim de se avaliar a longevidade espermatica (SILVA et a.,
2003).

Apobs a descongelacdo e com 60 minutos de incubacdo, foi realizada a avaliagéo
do percentua de espermatozoides vivos, através de esfregacos de sémen corados com azul de
bromofenol. Foram contadas 100 células com auxilio de microscopio de luz, com aumento de
400x, sendo classificados como vivos os espermatozéides que ndo estavam corados. Nestes
dois tempos de incubagdo, também foram avaliadas a morfol ogia espermatica e integridade do
acrossoma, com laminas coradas com rosa de bengala.

Foi redlizada, ainda, a andlise computadorizada da motilidade espermatica, com
auxilio de um microscopio de contraste de fases acoplado a uma video-camera adaptada ao
sistema Sperm Class Analyser ® (SCA, Microptic S.L., versio 3.2.0).

Para a andlise compudatorizada, foi realizada uma re-diluicdo da amostra, sendo
10p! da amostra homogeneizada em um segundo tubo Eppendorf®, contendo 50 pl de uma
solucdo de citrato de sddio-glicose a 37°C (2,37 g citrato de sodio, 0,80 g glicose, 100 mL
dgua destilada), a fim de se atingir uma concentracdo de 20 a 50x10° de sptz/mL. Cinco pl da
amostra re-diluida foi colocada em uma Camara de Makler® (Sel-Medical Instruments),
previamente aquecida a 37°C, sendo avaliados os parametros de motilidade total (MT, %),
motilidade progressiva (MP, %), velocidade média do percurso do espermatozdide (VAP,
?m/s), e % de sub-populagdes de espermatozoides com vel ocidade média (VAP 55 a 95 ?m/s)
erapida (VAP > 95 ?m/s).

Teste hipoosmético

O teste hipoosmético foi redlizado apOs a coleta e, imediatamente apds a
descongelacdo do sémen. Para isso, 0,01 mL de sémen foi diluido em 0,09 mL de solucéo
hipoosmatica (&gua destilada) e mantido em banho-maria a 38°C por 45 minutos. Apdés este
periodo, uma aiquota espermética foi colocada em uma lamina de vidro, coberta com
laminula, sendo contadas 200 células com auxilio de microscopio 6tico com aumento de
400x. Os espermatozéides que apresentaram sua cauda enrolada foram considerados como
apresentando membrana espermatica funcional (SPITTALER & TYLER, 1985).



Andlise microbiologica do sémen

Para a andlise microbioldgica do sémen, foram utilizadas as técnicas de contagem
padréo em placas e dilui¢bes seriadas (TORTORA et al., 2005), aqual consistiu da analise de
uma palheta de cada grupo. Para tanto, as palhetas foram descongeladas em temperatura
ambiente (27°C) por 5 minutos e, em seguida, 0 sémen a uma temperatura aproximada de
27°C foi acondicionado em microtubos Eppendorf®. Dessas amostras, 100 ?| foram
serialmente diluidos em tubos de vidro contendo 900 ?1 de soluc&o salina peptonada 0,01%, a
fim de se obter diluicdes de 10! a10™*. Em seguida, 100 ?| de cada diluic&o foram inoculados
em placas de Petri, contendo 10 mL do &gar tryptc soy (Merck®), utilizando o método de
semeadura de superficie (TORTORA et a., 2005). Todos esses procedimentos foram
realizados assepticamente e a inoculagdo das placas foram realizadas em duplicata.

As placas semeadas foram incubadas a temperatura de 35°C + 2, por 18 a 24
horas. Apés este periodo, foi realizada a contagem das colnias através da observagdo visual.
Foram contadas as colbnias das placas da diluicGo que apresentassem uma melhor
individualizacdo das colbnias, sendo realizada uma média do nimero de colénias das duas
placas. O resultado da contagem foi expresso em unidades formadoras de colGnias por
microlitro de amostra (UFC/pL), utilizando aformula: UFC = N x ID (N representa o nUmero

de colonias observadas e ID o inverso da diluicéo).

Andlise estatistica

No sémen fresco a cor foi avaliada de forma subjetiva, sendo o volume da fragéo
espermatica, e as caracteristicas microscopicasdo sémen avaliados pela estatistica descritiva e
expressas na forma de média e erro padréo. Os parametros avaliados apos a descongelacéo
foram expressos na forma de média e erro padréo, e analisados pelo programa Systat 7.0
(SPSS Inc. 1997). Dados percentuais sofreram transformacdo angular arcoseno. ANOVA-
GLM General Linear Model) foi utilizada para verificar diferencas estatisticas entre os
grupos e os tempos de avaliacdo. As medias foram comparadas pelo teste de Tukey para se
verificar ainteracdo do efeito da temperatura de adicéo do glicerol e do tempo de incubacéo.
Para todas as andlises utilizouwse p < 0,05. Para comparagdo entre oS grupos quanto ao
numero de UFC/uL foi utilizado o teste no paramétrico de Wilcoxon.



RESULTADOSE DISCUSSAO

O sémen afresco apresentou cor branca opalescente, pH 5,92 + 0,11; volume 1,62
+ 0,2 mL; concentracdo 782,31 + 76,07x10° sptz/mL; motilidade 99,23 + 0,77%: vigor 5 + 0;
total de espermatozoides normais 96,05 + 0,66% e total de espermatozéides com acrossoma
intacto, 99,40 + 0,30%. Todos os parametros avaliados foram considerados normais para a
espécie canina (CBRA, 1998) e estavam dentro dos critérios qualitativos preconizados para o
estudo, possibilitando, assim, a utilizaggo dos gaculados para o experimento.

A avaliacdo da morfologia espermética € uma ferramenta a mais para a avaliacéo
espermética. OETTLE (1993) relatou que a fertilidade é afetada quando a proporcdo de
espermatozéides morfologicamente normais esta abaixo de 60%. Apds a descongelacdo, foi
observado que o percentual total de espermatozdides morfologicamente normais ndo sofreu
efeito das diferentes concentracBes de antibidtico, tanto imediatamente g0s, quanto aos 60
minutos de incubacdo (P > 0,05 - Tabela 1), ficando a morfologia dentro dos padrfes para
garantir afertilidade dos espermatozéides (OETTLE, 1993).

Quando avaliada de forma isolada, o percentual de alteracOes totais de cauda
aumentou com o tempo de incubagdo para GO e G1.000 (P < 0,05 - Tabela 1), sendo
encontradas principalmente alteracBes secundérias, evidenciando que provavelmente esse
aumento no nimero de alteracOes sgja devido a alteragdes ocorridas pelo processamento do
sémen e ndo por influéncia do antibidtico, visto que este aumento também foi evidenciado no
grupo sem antibidtico (GO).

A integridade do acrossoma é fundamental no processo de fertilizagdo, sendo que
sua integridade € significativamente reduzida apés congelacéo e descongelacdo (SILVA &
VERSTEGEN, 1995). Em nosso trabalho, podemos verificar que somente no G1.500 houve
reducdo no percentual de acrossomas intactos apés 60 minutos de incubacdo (P < 0,05)
(Tabela 1), o que pode ser explicado por alteragdes ocorridas durante a congelacéo e
descongelacdo (SILVA & VERSTEGEN, 1995), associado a elevada concentracdo do
antibiotico e um prolongado periodo de incubacdo, visto que ateracdes de acrossoma também
foram relatadas quando utilizadas doses elevadas de antibidticos incubadas por um tempo
prolongado no sémen eqiino refrigerado (VIEIRA et al., 2002).

A integridade e funcdo da membrana plasméatica sdo essenciais para viabilidade
celular, pois a permeabilidade seletiva da membrana plasmética mantém a atividade
metabdlica intracelular, composi¢des ibnicas e pH. Na célula espermdtica, a membrana

plasmética funcional é essencial para o evento de fusdo com o 6ocito (ROTA et a., 1997).



No sémen a fresco, foi observado que 95,53 + 0,63% dos espermatozoides
apresentavam membrana funcional, sendo observada uma reducdo em todos 0s grupos
testados quanto ao percentual de espermatozéides com membrana funcional apés a
descongelagdo (P < 0,05), ndo sendo observada diferenca entre os grupos (P > 0,05 - Tabela
2), evidenciando que a adicdo de benzilpenicilina benzatina ndo afetou o percentual de
membrana funcional. Esta reducdo no percentua de espermatozdides com membrana
funcional ja era esperado, visto que o0 processamento de congelacéo e descongelacdo causam
alteragdes na membrana plasmética que muitas vezes podem ser irreversiveis (WATSON,
1995).

O percentua de espermatozdides vivos esta representado na Tabela 3, na qual foi
verificada que ndo houve diferenca entre os grupos, tanto no tempo 0 minuto, quanto aos 60
minutos (P > 0,05), sendo observada uma reducdo no percentual de espermatozoides vivos,
paratodos os grupos, exceto no G500, apds 60 minutos de incubacdo (P < 0,05).

A reducdo no nimero de espermatozoides vivos apos a descongelacdo pode ser
explicada pelos danos ocorridos aos espermatozéides pelas mudancas de temperatura, pelo
estresse osmotico e toxico da exposicao ao crioprotetor e pela formacdo e dissolucéo de gelo
no meio extracelular (WATSON, 2000).

Na avaliacdo computadorizada da motilidade apds a descongelacéo (Figura 1),
ndo foram evidenciadas diferengas entre os grupos para 0 mesmo tempo de avaliagdo, em
todos os parametros avaliados (P > 0,05). Imediatamente ap0s a descongel acéo, foi observada,
nos grupos uma motilidade total variando de 41,78 a 47,05% (Figura 1A); uma notilidade
progressiva de 30,77 a 34,72% (Figura 1B); percentual de espermatozéides com velocidade
rgpida de 17,18 a 21,55% (Figura 1C); percentual de espermatozdides com velociade média
de 14,07 a 15,82% (Figura 1D); VAP dos rapidos de 112,88 a 91,03 ?n/s (Figura 1E); VAP
dos médios de 80,08 a 78,29 ?m/s (Figura 1F).

Aos 30 minutos de incubacdo foi verificada uma reducéo em todos os parametros
avaliados quando comparado com o tempo O’ (P < 0,05), ndo diferindo entre os grupos (P >
0,05), sendo observada uma motilidade total variando de 7,64 a 11,78%, uma motilidade
progressiva de 3,24 a 5,08%; percentual de espermatozdides com velociade répida de 1,58 a
2,54%, percentual de espermatozéides com velocidade média de 1,65 a 2,72%; VAP dos
rapidos de 49,92 a 57,44 ?m/s; VAP dos médios de 38,44 a 47,6?m/s (Figura 1).

Pode-se observar, ainda, que com o passar do tempo de incubacdo houve uma

reducdo de todos os parémetros avaliados, ndo diferindo os grupos entre si em cada tempo



avaliado. Evidenciando, assm, que a concentrac@o de benzilpenicilina benzatina n&o afeta os
parémetros de motilidade avaliados pelo CASA.

A motilidade espermdtica € o principal paréametro microscopico avaiado no
sémen descongelado (ENGLAND, 1993), sendo considerada como ideal para inseminagéo
artificial uma motilidade pds-descongelacdo acima de 50% e aceitdvel a cima de 30%
(CONCANNON & BATTISTA, 1989). Desta forma, as amostras deste trabalho estariam
aptas para serem utilizadas para inseminacao artificial.

Outro parametro que deve ser levado em conta na avaliagdo do sémen congelado é
a velocidade média do percurso (VAP), pois esta foi correlacionada com a interagéo entre
oécitos homdlogos e espermatozéides (SILVA, 2005). Os resultados encontrados neste
trabalho para as VAPs dos espermatoz6ides com velocidade répida e média, estdo préximos
aos observados por SILVA et a. (2006b), o qual observou uma VAP média de 1009 + 7,4
?m/s e,. ROTA et al. (2006) com uma VAP de 87,8 £ 7,4 ?m/s, ambos utilizando diluidor
Tris sem antibioticos.

Podemos verificar que o numero de espermatozéides classificados como
apresentando velocidade rapida foi inferior a0 observado por CARDOSO (2005) que
verificou um intervalo de 1 a 38% de espermatozéides rapidos. No entanto, o percentual de
espermatozéides com velocidade média foi superior ao observado por CARDOSO (2005) que
encontrou um intervalo de 0 a 8%. Acreditamos que esta diferenca no percentual das
diferentes subpopulacdes se deva pela utilizagdo de diferentes aparelhos de CASA, visto que
CARDOSO (2005) utilizou o sistema Hamilton Thorne e em nosso trabaho, foi utilizado o
sistema Sperm Class.

SILVA et a. (2006b), ndo verificaram relacdo entre as sub-populagdes de
espermatozéides com interactes de espermatozoOides-odcito em cées. Os autores também
supuseram que a habilidade de fertilizagdo in vitro ndo esta relacionada a sub-populagéo de
espermatozéides rapidos e sim a distribuicao entre as vérias popul ages espermaéticas.

A adicéo de antibioticos ndo foi eficiente para controlar o crescimento bacteriano,
visto que, apds a descongelacdo, ndo foi evidenciada diferenca entre os grupos quanto ao
numero de UFC/UL de amostra (Tabela 4). Este resultado pode ser explicado, pois neste
trabalho foi utilizado somente um antibidtico, visto que a maioria dos trabalhos utiliza
associagdes de antibidticos (PENA et a, 2003; SCHAFER-SOMI et al., 2006). Outra
possibilidade é o fato da existéncia de relatos de resisténcia bacteriana aos antibiodticos
penicilina e estreptomicina, o qual foi relatado para o sémen caprino (SOUZA et al., 2006).



Vale ressdltar que a presenca de microrganismos nem sempre € um indicador de
infeccdo, sendo a concentracdo e o tipo de bactéria os fatores mais importantes para
determinacdo de contaminagéo ou infeccdo (COTTELL et al., 1997).

Desta forma, estudos sd0 necessarios para se identificar quais os tipos de bactérias
estdo presentes no sémen canino descongelado para sabermos se as mesmas sdo potenciais
transmissores de doencas ou somente bactérias oportunistas. E necesséria também a avaliagéo
da eficiéncia de outros antibioticos, bem como suas associacdes para o controle do

crescimento microbiano no sémen canino descongel ado.



Tabela 1. Média + erro padrdo da morfologia espermética, alteracBes de cabeca, peca
intermediaria, cauda, total de espermatozdides normais e total de espermatozOides com
acrossoma intacto, imediatamente apds a descongelacéo e apds 60 minutos de incubacdo a
37°C, do sémen canino criopreservado em ACP-106% acrescido de diferentes concentrages

de benzilpenicilina benzatina.

Sémen descongelado
% GO G500 G1.000 G1.500
AlteracOes de
cabeca
o 0,38+0,13* 054%018" 085+0,24* 0,27+0,11*"
60 042+0,15%* 019+0,09* 0,37+0,12* 0,46+0,17"
AlteracOes de peca
intermediaria
o 1,65+0,32%* 154+037 085+018" 0,85+ 0,26"
60 1,35+0,46* 046+020" 108+029%" 1,15+0,18"
Alteracdes de
cauda
o 400+058" 367+061* 381+075* 381+0,62*"
60’ 6,23+0,74® 565+091* 575+0,70® 4,61+0,36™
Esperamtozdides
normais
o 93,88+ 0,80** 94,25+ 0,89" 94,38+ 0,85 95,08+ 0,72*
60’ 92,00+ 1,00 93,69+ 0,95 9279+ 0,72* 93,69+ 0,47*
Acrossomas
intactos
o 95,65+ 1,34 97,37+0,31% 97,58+ 0,41* 97,27 + 0,27
60 88,92+ 6,61%* 9588+ 0,74* 96,67 +0,62*" 95,69+ 0,68°

4P| etras mintsculas diferentes indicam diferenca entre as colunas.
AB | etras maitsculas diferentes indicam diferenca entre os tempos para cada tratamento.
(P<0,05).

0’': zero minuto; 60’ : sessenta minutos.



Tabela 2 Média * erro padrdo do percentual de espermatozéides com membrana funcional
no sémen a fresco e apds a descongelacéo do sémen canino criopreservado em ACP-106°

acrescido de diferentes concentracdes de benzil penicilina benzatina.

Grupos Esper matozéides com membrana

funcional (%)

Sémen fresco 95,53 + 0,63
Descongelado
GO 54,50 + 4,48°
G500 56,42 + 5,14°
G1000 61,23 + 3,93
G1500 56,15 + 4,93°

ab | etras mindsculas diferentes indicam diferenca entre as linhas (P < 0,05).

Tabela 3. Média + erro padréo do percentua de espermatozdides vivos apds a descongel agdo
do sémen canino criopreservado em ACP-106° acrescido de diferentes concentragdes de

benzilpenicilina benzatina (P < 0,05).

Grupos Esper matozoides vivos (%)
o 60’
GO 42,23 + 4,05 28,46 + 4,98™
G500 41,58 + 4,74 29,31+ 4,70
G1.000 49,96 * 3,36 29,54 + 5,06 ™
G1.500 42,92 + 4,74 25,35 + 5,02

ab | etras mintsculas diferentes indicam diferenca entre as colunas.

A Indica que ndo ha diferenca diferenca entre as linhas.

Tabela 4. Média £ erro padrédo do nimero de unidades formadoras de colénia por microlitros
de amostra (UFC/pL) apés a descongelacdo, do sémen canino criopreservado em ACP-106

acrescido de diferentes concentractes de benzil penicilina benzatina (P > 0,05).

Grupos UFC/uL
GO 5,9x10° + 3,6x10°
G500 4,2x10°% + 2,3x10°
G1.000 1,5x10° + 0,9x10°

G1.500 2.3x10° + 1,4x10°
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Figura 1. Andlise espermética computadorizada pds-descongelacdo do sémen canino

criopreservado em ACP-106®, acrescido de diferentes concentragdes de benzilpenicilina
benzatina. (A) Motilidade total (%); (B) Matilidade progressiva (%); (C) Percentual médio da
sub-populagdo de espermatozdides rapidos, (D) Percentual médio da sub-populacdo de

espermatozoides medios; (E) VAP média da sub-populacéo de espermatozoides rapidos; (F)

VAP média da sub-populagéo de espermatozoides médios (?m/s).

abe | etras mintsculas diferentes indicam diferenca entre os tempos para todos 0s grupos

ava

iados (P < 0,05).



CONCLUSOES

Conclui-se que o antibiético benzilpenicilina benzatina quando adicionado em
diferentes concentragbes ao diluidor ACP-106°, ndo afetou a motilidade, integridade
funcional de membrana e morfologia do espermatozoide canino criopreservado, e porém nao
foi eficiente contra o crescimento bacteriano.
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8. CONCLUSOES

1. O diluidor ACP-106® glicerolizado adicionado ao sémen canino a 27°C
preserva as caracteristicas seminais pos-descongelacdo semelhantes aquelas do sémen

glicerolizado a4°C.

2. A benzilpenicilina benzatina quando adicionado em diferentes concentragdes ao
diluidor ACP-106°, néo afeta a motilidade, integridade funcional de membrana e morfologia

do espermatozdide canino criopreservado, bem como ndo controla o crescimento bacteriano.



9. PERSPECTIVAS

O aperfeicoamento da técnica de criopreservacdo utilizando o diluidor ACP-106°
€ de fundamental importancia para sua posterior utilizacdo em escala comercial. Desta forma,
este trabalho veio ressaltar a eficiéncia deste diluidor para criopreservacdo do sémen canino,
facilitando sua utilizaco, uma vez que o mesmo pode ser utilizado com glicerol atemperatura

ambiente, resultando em uma Unica dilui¢do, facilitando o processamento do S£men.

No entanto, estudos ainda sdo0 necessarios para se verificar a necessidade e a

eficiéncia da adicdo de antibiéticos a0 ACP-106® para criopreservacao do $2men canino.
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11. ANEXOS

Anexo A. Composicdo do corante Rosa de Bengala para avaliagdo da morfologia

espermatica.

20 mL de agua destilada
0,58 g de citrato de sbdio
0,8 mL de formaldeido
0,3 g de Rosa de Bengala
OBS.: Ap6s a mistura dos trés primeiros componentes, a solucdo € homogeneizada e

acrescenta-se 0 Rosa de Bengada

Anexo B. Composicdo do corante Azul de Bromofenol para avaliacdo do percentual de

espermatozoides vivos.

0,1 g de azul de bromofenol

0,4 g de citrato de sodio

10 mL de agua destilada
OBS.: Devera ser medida a osmolaridade da ®lucdo e se necessario, gjustada com égua
destilada até ficar entre 300 e 310 mOsm.

Anexo C. Diluidor & base de 4gua de coco em p6 (ACP-106%) para criopreservacdo de

sémen canino.

4,25 gACP-106"
50 mL de &gua destilada
OBS.: pH 7,07 e osmoraridade de 298 mOsm



Anexo D. Composicéo do meio de re-diluicéo (solucdo de citrato de glicose) para avaliacdo
no CASA

100 mL de &gua destilada
0,08 g de glicose
2,37 g de citrato de sodio
OBS.: pH 7,5 e osmolaridade de 300 mOsm

Anexo E. Composicao dos meios utilizados para andlise microbiol 6gica

1. Solucéo salina peptonada 0,01%

8,5 g cloreto de sodio
1,0 g de peptona
1.000 mL de agua destilada/deionizada
OBS..pH7,2+£0,2
OBS.: Misturar os componentes e agitar com auxilio de um bast&o de vidro até a dissolucéo.

Autoclavar a121°C por 15 minutos e armazenar adequadamente.

2. Agar tryptc soy

40 g do &gar tryptc soy (Merck®)

1.000 mL de &gua destilada
OBS.:pH 7,3+ 0,21 a25°C
OBS.: Misturar 0 &gar com a agua destilada, aquecer até que o agar se dissolva e autoclavar o
meio por 15 minutos a 121°C. Esperar esfriar e distribuir em placas de Petri autoclavadas.

Armazenar adequadamente.



Anexo F: Fotos ilustrando a técnica de diluigdes seriadas e contagem em placas de unidades

formadoras de colbnia.

1. llustragdo da inoculagdo da amostra de
sémen em placa de Petri.

2. Placa de Petri ilustrando as UFCs
possiveis de serem contadas

3. Placa de Petri ilustrando colGnias
impossiveis de serem contadas devido a

aglomeracéo.
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