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Avaliagcao androlégica e ultrassonografica de testiculos e
prostatas de caes (Canis familiaris — Linnaeus, 1758) da raca
Beagle, alimentados com trés racoes comerciais de qualidades
diferentes

Resumo
O crescimento acelerado na producdo de alimentos para cées e gatos

nem sempre é acompanhado pelo aumento de sua qualidade. Os
desequilibrios alimentares sdo diretamente responsaveis ou
predispdem a inumeras doencas Osseas, metabdlicas e podem ser
potenciais causadores de alteracdes testiculares, com reflexo na
fertilidade de caes. Mediante isso, objetivou-se: avaliar as possiveis
alteracbes de testiculos e da préstata, por meio de exame
ultrassonografico, de cdes alimentados com trés diferentes dietas,
analisar a qualidade do sémen fresco e congelado ao longo dos
tratamentos; verificar possiveis correlacdes entre ragdes fornecidas e
variaveis reprodutivas analisadas. Oito caes da raca Beagle, adultos,
foram selecionados e condicionados a colheita de sémen. Trés grupos
de cées receberam ragbes comerciais distintas, a cada cinco meses.
Transcorrido esse periodo, as racdes foram trocadas de modo que, ao
final de 15 meses, todos os grupos receberam trés dietas diferentes. A
cada 15 dias, o sémen foi colhido e avaliado e, a cada troca de ragao,
foram realizadas avaliagdes ultrassonograficas de prostata e testiculos,
além da congelagdo do sémen. As médias das variaveis, em cada
grupo, nos trés periodos, foram analisadas por meio de comparagao
emparelhada (teste t). Nao existiu diferenga (p>0,05) das analises
androlégicas frente as ragdes utilizadas, de modo que os tipos de
racdes utilizadas nao interferiram positiva ou negativamente na

qualidade seminal dos animais tratados.

Palavras chave: caes, avaliacao androlégica, nutricao
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Andrological evaluation of Beagle canine semen and
ultrasonography of testis and prostate, fed with three commercial
foods

Abstract: The accelerate raise of the production of food for pets

worldwide sometimes do not lead to increased food quality. Alimentary
imbalances may be directly associated to several bone and metabolic
diseases. Testicular degeneration and infertility may also be observed.
Regarding the influence of the nutritional imbalance on the reproductive
performance, the aim of the present study was: evaluate the quality of
canine fresh semen and testis an prostate by means ultrasonography
treated with three different types of commercial food for dogs. Eight
adult Beagles were selected and conditioned to semen sampling. Three
groups of dogs received three different types of dog food, every five-
month intervals. After this period, the kind of dog food was changed. In
the end of 15 months, all dogs were fed with all the types of dog food.
Semen samples were obtained every 15-days interval and semen
analysis were performed. The mean values of the variables were
evaluated in the three periods by means of the t test. There was no
significant difference (p>0,05) regarding the semen analysis among the
different types of dog food. The types of dog food did not influence the
quality of the semen of the animals in the present study during each
experimental period.

Key words: dog, andrological evaluation, nutrition



1. INTRODUCAO

A domesticacdo do cdo e sua manutencdo como animal de estimacao
resultou, num processo de sele¢do gradativo e continuo. Achados arqueologicos
indicam que o cdo domestico existe ha pelo menos 14 mil anos e que, sua
domesticagdo ocorreu inicialmente na Europa e Asia Ocidental, muito antes das
outras espécies animais (JOHNSTON, 2000; WILLS & ROBINSON, 2000). A
valorizagdo desse processo ajudou a definir diferentes padrées raciais hoje
conhecidos (RODRIGUES, 1997). Para isso, o homem vem tentando promover o
melhoramento genético na criacdo de cées, usando inumeras técnicas, dentre as
quais pode-se destacar as biotécnicas reprodutivas. Com a aquisicdo do
conhecimento do homem sobre os fenbmenos da natureza, a partir do século
XVIII na Europa, iniciou-se a aplicagao de biotécnicas na reproducéo dos caes e o
desenvolvimento de novas racas (WILLS & ROBSON,2000).

Dentre as biotécnicas, a que vem oferecendo maiores subsidios para a
difusdo do material genético na criacdo de céaes, € a inseminagao artificial,
associada intimamente com a tecnologia de sémen (SILVA, 2001). A utilizacado do
sémen canino, refrigerado ou criopreservado, permite a troca de material genético
de alto valor zootécnico em localidades distantes, bem como o armazenamento
desse material por periodos indefinidos (LINDE-FORSBERG & FORSBERG,
1989). Tendo em vista a influéncia da nutricdo na funcdo reprodutiva nas
diferentes espécies e, a valorizagcdo das criagbes de animais de companhia,
especificamente dos caes da raca Beagle, objetivou-se com este estudo:

1- Identificar possivel variacdo na qualidade do sémen, de acordo com

o tipo de ragcédo (Econbémica: A, Premium: B e Super Premium: C),
oferecida.

2- Identificar possivel variagdo no tamanho e ecogenicidade testicular e

prostatica ao exame ultrassonografico, conforme a dieta

3- Avaliar a qualidade do sémen apds o processo de criopreservagao e

correlacionar com os tratamentos alimentares efetuados.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Avaliacao e congelacao do sémen

2.1.1- Historico

Os primeiros estudos relacionados a inseminagéo artificial e conservagéo do
sémen, na espécie canina, foram realizados por Lazaro Spallanzani no final do
século XVIII (ENGLAND, 1993). Porém, esses estudos ficaram estagnados por
longo periodo, devido maior interesse em animais de produgdo, como ruminantes
e suinos. Somente em 1954, ROWSON conseguiu notificar a primeira congelacao
de sémen canino com sucesso e, em 1969, SEAGER retomou os estudos e
obteve a primeira gestagdo em cadela, utilizando sémen criopreservado. Inimeros
estudos em reproducao de caes tém sido realizados, principalmente nas ultimas
duas deécadas. O interesse nessa espécie cresceu e 0s criadores vém
requisitando mais servigos especializados, direcionados a animais de alto valor
zootécnico ou afetivo. No Brasil, a primeira notificacdo de sucesso em
inseminagao artificial (I1A), com sémen canino congelado, foi realizada ha pouco
mais de duas décadas, com obtencao de seis filhotes saudaveis da raca Boxer
(VASKE et al., 1981). Desde entdo, inumeros trabalhos vem sendo realizados a
respeito do processamento de sémen canino. Recentemente, SANTOS (2004)
apresentou resultados de 70% de nascimento apds inseminagdo artificial com
sémen congelado diluido em meio a base deTRIS (hidroximetil amino metano).

Existem varias técnicas para congelacao de sémen nas diferentes espécies.
No cdo, pode-se utilizar diluidores & base de &agua de coco (ACP-106%)
(CARDOSO et al., 2007), porém o TRIS é utilizado com maior freqiiéncia, com
bons resultados.

2.1.2 Avaliacao da qualidade do sémen

A avaliagdo da qualidade do sémen compreende as caracteristicas fisico-
quimicas, macro e microscopicas. Para colheita do ejaculado canino podem ser

utilizados dois métodos. O primeiro consiste na massagem do pénis (estimulagcao



digital), que foi o empregado por Spallanzani em suas experiéncias e continua
sendo preferido por alguns autores que afirmam obter sémen de melhor
qualidade. O segundo método € o que utiliza a vagina artificial. Para um bom éxito
no trabalho, é indispensavel um periodo de adaptag¢do do animal, condicionando-o
ao procedimento. Algumas vezes, faz-se necessaria a presenga de uma fémea em
estro ou secrec¢ao vaginal obtida por suabe, para que o macho possa cheira-lo, e
assim excitar-se (FELDMAN & NELSON, 1996).

O ejaculado canino é dividido em trés fracdes diferenciadas. A primeira é a
fracdo pré-espermatica, de origem prostatica, que possui aspecto aquoso e
transparente, com volume variando de 0,5 a 5 mL. A segunda fragéo é rica em
espermatozdides, com coloracdo variando de branco leitoso a translicido,
dependendo da concentracdo de células, e o volume varia entre 1 a 4 mL
(JOHNSTON et al., 2001). A terceira fragdo é também de origem prostéatica, com
aspecto aquoso e transparente e volume entre 2,5 a 80 mL, com fungdo de
facilitar o transporte espermatico pela cervix e aumentar o volume do ejaculado
(ENGLAND & ALEN, 1992).

O numero total de espermatozéides num ejaculado canino varia de 300
milhdes a 2 bilhdes, dependendo da raca, idade e frequéncia de colheita
(JOHNSTON et al., 2001).

2.1.2.1 Avaliacao de motilidade e vigor espermaticos

Segundo DERIVAUX (1980), a avaliacdo da motilidade espermatica é
definida com o percentual de espermatozoides méveis em uma amostra de sémen
e o vigor é a intensidade de seu movimento. Apesar da relacdo desse parametro
com a capacidade fecundante do espermatozéide canino ndo estar totalmente
elucidada, atualmente, a maioria dos pesquisadores ainda utiliza a motilidade
como principal parametro para a avaliagdo de diluentes, crioprotetores e técnicas
de criopreservagao do sémen canino (IVANOVA-KICHEVA et al., 1997; SILVA et
al., 2003).



A avaliacao da motilidade espermatica deve ser realizada imediatamente
apoés a colheita ou descongelagao do sémen, com auxilio de microscopia Optica de
luz (SEAGER & FLETCHER, 1972), em microscépio de contraste de fase ou em
analisador computadorizado (HTR-IVOS ANALYSER,Hamilton Thorn Research).
A vantagem do analisador esta na avaliacdo da caracteristica do movimento
espermatico, se progressivo, retrogrado, velocidade espermatica, velocidade em
linha reta, curvilinea e linearidade dos espermatozoides (IGUER-OUADA &
VERSTEGEN, 2001).

Deve-se avaliar o vigor espermatico, que é a intensidade da motilidade
exibida pelos espermatozoides moveis. Para isso, utilizam-se classificagbes que
variam conforme o autor, com escalas que vao de 0 a 10 (PLATZ & SEAGER,
1977).

Apesar da grande utilizagdo, a motilidade nao é um parametro totalmente
confidvel para predizer a capacidade fecundante de uma amostra de sémen. A
presenca de espermatozéides imoOveis na amostra ndo implica que estejam
mortos. Em outras espécies, ja foi comprovada a presenca de espermatozoéides
estruturalmente intactos, porém imdéveis ap6s descongelacdao (JANUSKAUSKAS
et al.,, 1995), que podem voltar a apresentar movimento, pela adicdo de
substancias estimulantes como a cafeina (LARSSON e EINARSSON, 1976). Por
outro lado, espermatozdides que apresentem uma motilidade de boa qualidade,
apdés descongelacdo, podem ser incapazes de fertilizar um o6cito caso
apresentem danos acrossomais (STROM et al., 1997). Assim, apesar da
motilidade n&o ser um parametro indicativo de mensuracdo de espermatozdides
vivos ou mortos, fornece informacdo de um fator necessario para a capacidade
fertilizante do espermatozoide, pois a motilidade é a manifestacdo de sua
competéncia estrutural e funcional (PENA-MARTINEZ, 2004).

Além disso, por ser uma avaliacdo subjetiva, a motilidade sofre influéncias
como, por exemplo, da temperatura do local onde estd sendo realizada e
habilidade do avaliador, levando a elevada variabilidade entre laboratérios
(IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001).



2.1.2.2 Avaliagdao da morfologia espermatica

A avaliacdo da morfologia espermatica € um outro parametro importante. No
entento, até o momento, ndo foi descrita evidéncia de relagdo entre morfologia
espermatica e fertilidade no cao. Ha poucos trabalhos que descrevem uma
possivel relacdo, porém com resultados conflitantes (OETTLE & SOLEY, 1985;
RENTON et al., 1986; PLUMMER et al., 1987). OETTLE (1993) relatou que, a
medida que o percentual de espermatozdides anormais aumenta, a fertilidade é
reduzida, sendo observado que quando a proporcdo de espermatozdides
morfologicamente normais esta abaixo de 60%, a fertilidade é adversamente
afetada.

Diversas classificagdes foram propostas para a morfologia espermatica.
SEAGER (1986) sugere a classificacao das alteragcbes morfolégicas espermaticas
como: primarias, quando relacionadas a problemas oriundos da producéo
espermatica no testiculo; secundarias, quando relacionados aos problemas
causados durante a maturacdo espermatica no epididimo, ou oriundas dos
processos de manipulacao do sémen, como diluicao, resfriamento, congelacao ou
descongelacdo. OETTLE (1993) sugere a classificacdo de acordo com os danos
que as alteragdes causam a fungdo espermatica, nomeando tais alteracdes como
defeitos maiores ou menores. Ja outros autores classificam as alteragdes de
acordo com a regido espermatica afetada, sendo defeitos de cabeca, peca
intermediaria ou cauda (SILVA et al., 2003).

Segundo o Manual para Exame Andrologico e Avaliacdo de Sémen Animal,
do CBRA- Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998), a proporcéo de
defeitos maiores e menores no sémen de cao deve ser no maximo de 20%, nao
devendo o total de defeitos maiores ser superior a 10%.

Para possibilitar a avaliacao da morfologia espermatica, pode-se fazer uso de
diversos corantes, tais como Eosina-Nigrosina (DOTT & FOSTER, 1972),
Spermac® (OETTLE, 1993), Rosa Bengala (RODRIGUES, 1997), Giemsa
(CARDOSO et al.,, 2003), Hematoxilina-Eosina (SILVA et al., 2003) Karras
modificado por PAPA et al. (1988). Entretanto, € necessario enfatizar que nem

todas as alteragdes acrossomais podem ser identificadas pela microscopia comum



(RODRIGUES, 1997), sendo sugerido o emprego de outras técnicas mais
eficientes, como a microscopia eletrénica (SILVA, 2005).

A integridade de membrana espermatica ndo sé € importante para o
metabolismo espermatico, como também para o sucesso da fertilizacdo do odcito.
Para a avaliacdo dessa integridade podem ser utilizadas sondas fluorescentes
(técnica descrita por HARRISON & VICKERS, 1990 e modificada por CUNHA et
al., 1996, para utilizacdo em caes). Esse tipo de técnica é capaz de avaliar a
presenca de rupturas na membrana espermatica como resultado de lesao celular.
As coloracdes fluorescentes permitem a avaliagdo espermatica tanto pela

microscopia de fluorescéncia, quanto pela citometria de fluxo.

2.1.2.3 Andlise computadorizada

A analise computadorizada (CASA) vem sendo utilizada para minimizar a
subjetividade nas analises de sémen, em diversas espécies animais, incluindo o
cdo (IGUER-OUADA & VERSEGEN, 2001).

Diversos aparelhos sédo descritos para a realizacdo da CASA, dentre estes
podemos destacar: Hamilton Thorn (HTR analyser, Hamilton Thorn Research,
Berverly, EUA), Cell Soft Computer Videomicrography System (Cryo Resources
LTDA, Nova York, EUA) e o Sperm Quality Analyser (SQA 1lI, Medical Electronic
Systems LTDA- Tirat Carmel, Israel).

A CASA permite avaliagcdo objetiva e precisa das células méveis, além de
definir a qualidade do movimento dos espermatozoides. Os dados obtidos por
esse método correspondem a centenas de mensuragoes espermaticas individuais,
fornecendo informagdes sobre qualidade média da motilidade em uma amostra de
sémen (GUNZEL-APEL et al., 1993).

A andlise computadorizada é utilizada também como um meio de classificar
algumas sub-populagées de espermatozéides. Utilizando imagens digitalizadas de
cada célula espermatica, as maquinas sédo aptas a analisar, por processamento

algoritmico, as propriedades dos movimentos dos espermatozdides. Os



parametros mais comumente reportados no CASA sdo velocidade retilinea,
curvilinea (VERSTEGEN et al., 2002)

2.1.3 Congelacao de sémen

Apesar da inseminacao artificial (IA) em cédes domésticos ter crescido nas
tltimas décadas, os estudos realizados ainda nao proporcionam um modelo
eficiente para a criopreservacdo do cado doméstico e canideos silvestres,
ameagados de extingéo.

Em 1949, a descoberta da acdo crioprotetora do glicerol, por POLGE et al.,
proporcionou significante impacto na metodologia da criopreservagao de células.
A partir dai, o procedimento de criopreservacao das células espermaticas vem
sendo empregado na espeécie canina. Atualmente, a maioria das notificagoes
cientificas (ROTA et al., 1999, TSUTSUI et al.,, 2000), refere-se gestacao
alcancgada utilizando-se diluentes a base de TRIS, gema de ovo e glicerol.

Os diluentes para congelacao de sémen devem possuir nutrientes como
fonte de energia (glicose, glicina), tampao contra mudancas de pH (TRIS- acido
citrico, TES- citrato), possuir osmolaridade e concentracdao de eletrdlitos
fisiologicas, antibidticos para prevengcdo de crescimento bacteriano (penicilina,
estreptomicina, neomicina, amicacina), gema de ovo e leite para protecao contra o
choque térmico durante a refrigeracdo, e possuir crioprotetores (glicerol,
etilenoglico) para reduzir danos aos espermatozoides resultantes da congelacéo e
descongelagao (LINDE — FORSBERB, 1991; ENGLAND, 1993; BATEMAN, 2001).
A utilizacdo de detergentes bioldgicos no diluente também tem sido descrita por
varios autores, como o “Equex STM paste” (PENA & LINDE-FORSBERG, 2003;
MARTINS, 2005) e “Orvus ES Paste” (NIZANSKI et al.;2001).

Varios periodos de refrigeracdo e congelagdo tém sido descritos para
canideos (FONTBONNE & BADINAND, 1993; SILVA et al., 1996), sendo
dependentes do método de envasamento (ROTA, 1998). Rota et al. (2005)
concluiram que o método da curva de congelacdo lenta do sémen canino
apresentou melhores resultados na preservacdo de membrana espermatica,

quando comparado com o método de congelacdo rapida em nitrogénio (sem



resfriamento inicial). HORI et al. (2006) compararam a congelacdao em N liquido
rapida e lenta, com a permanéncia do sémen a 5, 7 e 10 cm da coluna de Ny, a -
70°C ,por 5, 10 e 15 minutos. Os melhores resultados foram do grupo que ficou a

7 cm do nivel de N2 liquido por 10 minutos.

2.2 Analise ultrassonografica

A ultrassonografia em modo B, devido ao seu desenvolvimento técnico e
abrangéncia de indicagdes, traz vantagens significativas a exploragdo animal
(FERNANDES, 1996). Trata-se de uma técnica nao invasiva e rapida, sendo
utilizada em medicina veterinaria ha muitos anos, incluindo a avaliacdo de
prostata, além de outros 6rgaos do aparelho reprodutor masculino. PECHMAN
& EILTS (1987) identificaram as estruturas anatémicas do trato reprodutivo de
touros por meio de ultrassonografia em modo B. Segundo CARVALHO (2004),
0 modo B é conhecido como “modo de brilho” ou “modo bidimensional”. Neste
tipo de representacdo, a intensidade do eco é visibilizada como um ponto
luminoso em um monitor. Quanto maior a reflexdo da onda sonora, mais
intenso o brilho do ponto luminoso. As diferentes intensidades de brilho
determinam, em uma escala de cinza, diversas ecogenicidades, variando de

anecoico a hiperecdico.

2.3 Nutricao

No Brasil estima-se que existam aproximadamente 38 milhdes de animais de
estimacao. Destes, 27 milhdes sdo caes e 11 milhdes sdo gatos. O comércio de
produtos destinados a estes animais estd em crescimento, tanto no mercado
nacional quanto no mercado mundial, sendo a alimentacdo o segmento
responsavel pelos maiores investimentos. Porém, este crescimento acelerado na
producdo de alimentos para cdes e gatos nem sempre é acompanhado pelo
aumento de sua qualidade, isto €, existem no Brasil iniUmeras fabricas de ragao

entretanto poucas se preocupam realmente com a saude dos animais.



Os desequilibrios alimentares sao diretamente responsaveis ou predispde a
inumeras doengas désseas, metabdlicas e podem ser potenciais causadores de
degeneracéo testicular, resultando em possivel infertilidade em caes (FELDMAN &
NELSON, 1996). Sabe-se que, principalmente as deficiéncias de vitaminas e
minerais podem causar transtornos reprodutivos e podem levar a esterilidade. A
deficiéncia de vitamina A interfere na liberacdo de horménios gonadotréficos,
diminuicAo da espermatogénese, da esteroidogénese, culminando com
degeneracao testicular, acumulo de lipides em tubulos seminiferos e células de
Leydig. A vitamina E pode prevenir a degeneragéo testicular e sua deficiéncia
também interfere na reproducdo, porém o seu papel na fertilidade de machos
ainda é obscuro (HAFEZ & HAFEZ, 2003).

Os efeitos de restricdes nutricionais sobre a fertilidade sao mais perceptiveis
nas fémeas que nos machos. Os animais jovens em crescimento sdo muito mais
susceptiveis ao estresse nutricional do que os adultos. Nos machos, deficiéncias
nutricionais atrasam a puberdade e prejudicam a producao e as caracteristicas do
sémen. Além disso, a nutricdo afeta mais a funcdo endécrina do que a funcéo
espermatogénica dos testiculos. Fatores nutricionais comuns englobam
deficiéncias caldricas, protéicas e vitaminicas, porém o0s minerais e 0s agentes
toxicos também podem ser importantes (HAFEZ & HAFEZ, 2003).

Os efeitos da subnutricdo podem ser corrigidos nos animais adultos, o que
nao acontece com 0s animais jovens, devido aos danos permanentes provocados
no epitélio germinativo dos testiculos, durante o crescimento. A obesidade e a
superalimentacao reduzem a libido e a atividade sexual em carneiros, cachagos e
touros, em especial nos dias quentes (HAFEZ & HAFEZ, 2003).

Existem poucas informagdes referentes aos efeitos de deficiéncias minerais
sobre as fungdes reprodutivas masculinas. Em touros, tem-se suspeitado da
deficiéncia de iodo como causa de libido insuficiente e caracteristicas seminais
insatisfatérias. Nota-se melhoria da produgcédo espermatica e da fertilidade apds
alimentacao suplementada com cobre, cobalto, zinco € manganés nesta mesma
espécie (HAFEZ & HAFEZ, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Composicao do grupo experimental

Foram selecionados oito cédes da raca Beagle, sadios, machos, adultos,
idade média entre 2 a 5 anos, peso médio de 14 kg, do canil do Laboratério de
Pesquisa em Nutricdo e Doencgas Nutricionais de caes e gatos, do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias-FCAV UNESP/ Jaboticabal, condicionados para a colheita de sémen.
O grupo de caes foi homogéneo quanto a idade, peso e origem. O ambiente onde
0s caes estavam alojados foi 0 mesmo para todos, sendo canis individuais, com
acesso diario a area gramada. Os céaes foram vacinados e desverminados
regularmente conforme o protocolo utilizado pelo Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, além de serem realizados exames clinicos (exame fisico completo)
e laboratoriais (avaliagbes de sangue e urina) ao final de cada periodo de
tratamento.

Os caes foram divididos em trés grupos, cada um recebeu uma ragao
durante cinco meses. Ao final desse periodo, as ra¢des foram trocadas, para que
0s caes recebessem todos os tipos ao final de 15 meses. As dietas utilizadas
durante o experimento foram compostas por trés racdes comerciais com
composi¢ao e niveis nutricionais diferentes. Amostras das ragées (A: Econdémica,
B: Premium, C: Super-premium), foram guardadas e conservadas em freezer a -
10°C, para posterior analise no Laboratério de Nutricdo Animal (LANA), do
Departamento Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da
UNESP-Jaboticabal.

Os cées foram alimentados uma vez ao dia e a quantidade oferecida
calculada pelo Servigo de Nutricdo Clinica do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, para a manutengcédo do peso dos animais. O tratador ndo poderia
informar qual racao cada cao estava consumindo, evitando qualquer influéncia na

avaliagdo do sémen.
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3.2 Colheita do sémen

A colheita de sémen foi realizada em ambiente tranquilo, pelo método da
estimulagao digital (mao enluvada), utilizando um funil devidamente limpo,
adaptado a tubo coletor cénico de 15 mL. Anteriormente a colheita, o pénis foi
higienizado com uma gaze ou compressa seca, para evitar contaminacao das
amostras. Os primeiros jatos do ejaculado foram descartados, sendo a segunda e
terceira fracoes espermaticas colhidas juntas. As colheitas foram realizadas em
média a cada 15 dias.

3.3 Andlise do ejaculado

Imediatamente apds a colheita, o ejaculado foi mantido em banho-maria a
temperatura de 37°C e analisado macro e microscopicamente. A cada periodo de
tratamento, amostras de sémen de cada cao foram congeladas. O volume foi
avaliado pela leitura direta da graduacao do tubo coletor. O pH foi mensurado
utilizando-se fita para avaliagdo de pH. A fita impregnada uniformemente pela
amostra de sémen era analisada apdés 30 segundos, e comparada com a tira de
calibragem das fitas colorimétricas, com variagéo de 0 a 14 (Universalindikator pH
0-14, Merck®).

3.3.1 Analises microscopicas

Motilidade e Vigor

Para avaliacdo da motilidade espermatica, uma gota de sémen fresco foi
colocada entre lamina e laminula, pré-aquecidas a 37°C, e observada em
microscopio de contraste de fase, em aumento de 100X. Foi avaliada a
porcentagem de células com movimento progressivo.

O vigor foi analisado nessa mesma amostra, durante a visualizagdo da
motilidade, quanto a intensidade do movimento progressivo dos espermatozoides,

pelo escore de 0 (henhum movimento) a 10 (movimento retilineo).
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Concentracao Espermatica

Para determinacdo da concentragcdo espermatica (numero de
espermatozéides/ mL) foi realizada a diluicdo do sémen em 1:20, sendo 50 pL de
ejaculado e 950 pL de agua destilada ou formol salina tamponado a 10%. Essa
diluigao foi utilizada para preencher a camara hematocitométrica de “Neubauer”.
Ap6s sedimentagdo das células espermdticas, a leitura foi realizada em
microscopio de contraste de fase, em um aumento de 400X, e o numero de

células contadas e expressas em espermatozoéides por mL.

Morfologia Espermatica

Esfregacgos foram confeccionados com o sémen, em Iamina de vidro, fixados
em formol salina durante 10 minutos em banho-maria a 37°C, secos em
temperatura ambiente e armazenados. Posteriormente, as Iaminas foram coradas
pelo método de Karras modificado (PAPA et al., 1988); foram contadas 200
células, em microscépio, num aumento de 1000X (imersao), sendo as alteragdes

morfolégicas classificadas em defeitos primérios e secundarios.

3.4 Criopreservacao do sémen

Em pelo menos uma colheita de cada fase dos tratamentos,foi realizada a
congelacado do sémen dos caes.

Apo6s serem feitas as analises macro e microscépicas, o ejaculado era
centrifugado a 800g, por 10 minutos. O plasma seminal foi descartado e o pellet
obtido no fundo do tubo, foi ressuspenso em meio diluente elaborado por Rota et
al. (1997), (Tabela 12 do anexo).

A diluicdo do sémen foi realizada para concentracdo minima de 40 X 10°
espermatozéides méveis/ mL. O sémen diluido foi entdo envasado em palheta de
0,5 mL, lacrada com alcool polivinilico, identificada devidamente e levada a um
refrigerador, com temperatura constante de 5°C, por uma hora.

A congelagéo das palhetas foi inicialmente feita em vapor de nitrogénio. As

palhetas foram mantidas sob o vapor, posicionadas a 6 cm da coluna de
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nitrogénio liquido (N2), em uma caixa de isopor apropriada, durante 20 minutos.
Apbs esse periodo, as palhetas foram mergulhadas no N liquido e,

posteriormente, armazenadas em botijao criogénico.

3.4.1-Avaliacao do sémen criopreservado

A descongelacdo das palhetas foi realizada em banho-maria a 70°C, por 8
segundos, conforme estudo de Martins (2005). Logo em seguida, foram realizadas
novas avaliacbes do sémen, sendo incluida a avaliacdo computadorizada (CASA),
utilizando o equipamento Hamilton Thorn (HTR analyser, Hamilton Thorn
Research, Berverly, EUA), no departamento de Reprodugcdo Animal da FMVZ
UNESP/ Botucatu, além da avaliacdo da morfologia espermatica conforme
descrito anteriormente para o sémen fresco. Foram avaliadas as sub-populagbes

quanto ao tipo de movimento, velocidade, linearidade, amplitude lateral.

3.5 Mensuracao e avaliacao ultrassonografica de testiculos e
prostata

A mensuragao testicular de cada animal foi realizada a cada 5 meses, com
auxilio de paquimetro, sendo a primeira antes do inicio e a ultima no ultimo dia do
tratamento. Foi também realizada a avaliacédo ultrassonogréafica dos testiculos no
final do tratamento, verificando ecogenicidade de parénquima. A avaliagdo
prostatica foi realizada juntamente com a ultrassonografia dos testiculos, para

avaliacao do parénquima destes 6rgaos.

3.6 Analise estatistica

A analise de variancia de medidas repetidas foi o0 método estatistico utilizado
para avaliar as variaveis estudadas. As médias das variaveis de cada grupo, nos
trés periodos, foram comparadas por meio do teste de Tukey, sendo o valor de
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p<0,05 considerado significante. Devido ao coeficiente de variagao alto, algumas

variaveis foram transformadas (logaritmo), porém os resultados foram os mesmos.
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4. RESULTADOS

A adaptacdo dos cdes em baias individuais foi de maio de 2007, sendo um
periodo de trés meses considerado minimo (anteriormente viviam juntos em
piquetes na zona rural), com acesso diario ao solario e gramado a cada 2 dias. O
resultado dessa adaptagéao foi satisfatério, sendo o trabalho conduzido conforme o
esperado. Os caes iniciaram a dieta com racdo comercial Premium, igual para
todos, uma vez que comiam racbes diversas, anteriormente ao experimento. A
fase de adaptagao nutricional e ambiental foi realizada no mesmo periodo.

O condicionamento a colheita de sémen foi iniciado em julho deste ano de
2007, sendo a estimulagao feita semanalmente, até resposta dos caes. Observou-
se que os mais jovens foram condicionados mais rapidamente. O inicio da
avaliagdo do sémen foi em agosto, sendo considerado como controle, antes do
inicio dos tratamentos.

No inicio de agosto, os caes foram avaliados clinico e laboratorialmente, 7 dos
8 caes apresentavam hemoparasitose. Assim, antes do inicio do tratamento com
as racOes, os caes receberam medicamentos apropriados, recomendados por
docente do departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV/UNESP de
Jaboticabal, com boa evolucdo apdés 25 dias do diagnéstico da afeccdo. Os
resultados médios dos exames laboratoriais durante o experimento, realizados
apos avaliagao clinica dos caes, encontram-se nas tabelas 8 a 10 do apéndice. A
idade dos animais encontra-se na tabela 11 do apéndice.

O inicio da alimentacdo com as trés ragcdes comerciais foi realizada no dia
01/10/07. A pessoa responsavel pela avaliacdo androldgica ndo era informada
sobre a ragdo que cada cao estava ingerindo. A partir dessa data, a avaliacdo
passou a ser experimental, com amostras ja congeladas na primeira fase. As
colheitas de sémen foram realizadas a cada 15 dias. A troca da ragao foi realizada
a partir do dia 01/03/2008 e a terceira mudancga a partir do dia 01/08/2008. Na
tabela 1, seguem os niveis de garantia fornecidos no rétulo das ragdes e a andlise

bromatolégica comparada aos niveis de garantia fornecidos pelos fabricantes.
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Tabela 1- Niveis de garantia dos produtos fornecidos aos animais durante o
estudo, A (Econ6mica), B (Premium) e C (Super premium) e andlise
quimica, Jaboticabal/SP, 2009.

Niveis de garantia Composicao quimica
Nutrientes Racao A Racédo B Racao C Racao A Racao B Racdo C
Umidade 12 12 12 9,35+1,0 8,84+0,8 8,35+0,5
Proteina 18 19 26 14,56+1,53 19,11%1,0 25,85+0,7
Bruta
Extrato 6 7,5 15 9,78+1,4 9,1140,9 14,11+0,7
Etéreo
Fibra Bruta 6 5 3 3,4010,9 3,10+0,5 3,42+1,0
Matéria 12 9 7 8,37+1,5 7,5140,6 5,87+0,9
Mineral
Calcio (Ca) 2 2 1,6 1,64+0,26 2,010,14 078+0,12
Fosforo (P) 0,7 0,8 0,9 1,0240,16 1,1740,5 0,67+0,09
Ca/P 2,85 2,5 1,77 1,520,5 1,740,4 1,15+0,3

A avaliagdo androlégica dos cées incluiu a analise de sémen fresco,
avaliacado por palpacao e inspecdo, aléem de medida dos testiculos e avaliagcdo
ultrassonografica de testiculos e préstata. A colheita de sémen foi realizada pela
técnica de manipulacao digital (figura 1), em media a cada 15 dias, com auxilio de
tubo coletor cénico de 15 mL e funil. Devido a alteragbes do ejaculado, algumas

amostras foram descartadas.

Figura 1- Imagem fotogréafica da colheita de sémen de cdo da raca Beagle, pela
técnica da manipulacao digital, com auxilio de tubo coletor conico
adaptado a um funil.

Ao longo do experimento, foram realizadas 246 colheitas, sendo em média, 10

colheitas por animal em cada periodo de tratamento.
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As médias dos dados obtidos estdo representadas na tabela 2, a seguir, e
andlise estatistica apresentada na tabela 3. A representacdo grafica dos

resultados encontram-se nas figuras 2 a 6, e a morfologia espermatica na figura 7.
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Figura 2- Representagao grafica das médias de motilidade espermatica (x 10°

2%%) do sémen de cdes da raca Beagle (1 a 8), durante o periodo de
tratamento com trés ragbes comerciais (A: Econdémica, B: Premium e
C: Super Premium).
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Vigor (0-10)
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Figura 3- Representacdo grafica do vigor espermatico (notas de 0 a 10) do
sémen de caes da raca Beagle (1 a 8), durante o periodo de
tratamento com trés ragdes comerciais(A: Econémica, B: Premium e
C: Super Premium).
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Figura 4- Representacdo grafica das médias de concentragdo espermatica (n°

de espermatozéides X 10°/mL) do sémen de cdes da raca Beagle
(1 a 8), durante o periodo de tratamento com trés racdes
comerciais(A: Econémica, B: Premium e C: Super Premium C).




23

Defeitos espermaticos totais (x 102%)
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Figura 5- Representacao grafica das médias de defeitos espermaticos totais (x
10 %) do sémen de caes da raca Beagle (1 a 8), durante o periodo
de tratamento com trés ragcées comerciais(A: Econémica, B: Premium
e C: Super Premium).
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Defeitos espermaticos secundarios (x 102 %)
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Figura 6- Representacdo grafica das médias de defeitos espermaticos
secundarios (x 102 %) do sémen de cdes da raca Beagle (1 a 8),
durante o periodo de tratamento com trés ragdes comerciais(A:
Econbmica, B: Premium e C: Super Premium).
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Figura 7- Fotomicrografia das laminas de sémen canino coradas pelo método de
Karras modificado, ao exame microscopico de luz (Objetiva de 100X,
sob imersdo em 6leo). Em A, a seta indica o defeito espermatico de
microcefalia. Em B, a seta indica destacamento de acrossomo em
espermatozdéide com deformidade de cabega (diminuida). Em C,
espermatozdides normais. Em D, seta preta indica defeito de
acrossomo, e a vermelha indica gota citoplasmatica proximal. Em E, a
seta preta indica cauda fortemente enrolada e a vermelha,
destacamento de acrossomo. Em F, as setas indicam caudas
fortemente enroladas com gota.
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Tabela 3- Médias e desvios padrao de motilidade espermatica (%), vigor(0-10),
concentragdo (espermatozéides X 10%/mL), espermatozéides totais
no ejaculado (X 10°%) e defeitos na morfologia espermatica (%), de
caes da ragca Beagle, tratados com trés ragbes comerciais,
Jaboticabal/SP, 2009.

Parametros Racao A Racao B Racao C (Super
(Economica) (Premium) Premium)

Motilidade (%) 80,6 +11,00 A 82,3 +10,00 A 82,8 9,80 A
Vigor (0-10) 7,42 1,24 A 758+1,04 A  756+1,03 A
Concentracao 268,57 +146,7 A 239,32+168,7 A 269,96 +138,1 A
(sptz X 10%/mL)

Espermatozoides 432,04 +212,04 A 363,80 +232,8 A 409,13 +232,9 A
totais (X 10°)

Defeitos 5,034 A 3,9+1.8 A 4,7 16,0 A

espermaticos (%)

* Médias com letras diferentes nas linhas, diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p< 0,05).

Para a congelacao, depois de obtida a concentracdo espermatica, o sémen foi
centrifugado, e o “pelet” resultante diluido em meio diluidor ja descrito
(composicao descrita na tabela 12 do apéndice). A concentracao final foi de no
minimo 40 X 10° sptz/mL e congeladas em palhetas de 0,5 mL. As amostras
foram estocadas em botijdo criogénico para posterior avaliagéo (figura 8). As
amostras foram levadas ao Departamento de Reprodugdo Animal da
FMVZ/UNESP de Botucatu, para serem descongeladas, submetidas a anélise
computadorizada (CASA) (figura 9) e realizacdo de esfregacos com o sémen
descongelado, para verificar a morfologia espermatica pds-descongelacao. Os
resultados obtidos estdo representados na tabela 4 e a analise estatistica na
tabela 5.

Os resultados da biometria dos testiculos, com auxilio de paquimetro, estao
representados na tabela 6. Um dos cées apresentava assimetria testicular (o
testiculo direito era menor que o contralateral), porém nao foi retirado do grupo
experimental. A avaliagao ultrassonografica de préstata e testiculos foi realizada
no ao laboratério de Radiologia do Hospital Veterinario Laudo Natel, da
FCAV/UNESP de Jaboticabal (figura 10). As medidas das prostatas dos caes
obtidas estao representadas na tabela 7.
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Figura 8- Imagem fotografica do botijao criogénico contendo N, liquido, para
estoque das amostras de sémen congelado.

Figura 9- Imagem fotografica do aparelho Hamilton Thorn (HTR analyser,
Hamilton Thorn Research, Berverly, EUA), durante analise
computadorizada do sémen canino, pds descongelagao.
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Tabela 5- Médias e desvios padrao de motilidade espermatica (%), movimento
progressivo (%) e defeitos na morfologia espermatica (%), do sémen
pbds-descongelacao, de caes da raca Beagle, alimentados com trés
ragdes comerciais (A: Econémica, B: Premium, C: Super Premium),

Jaboticabal/SP, 2009.

Parametros Racao A Racao B Racao C (Super
(Econ6émica) (Premium) Premium)

Motilidade (%) 43,37 £15,00 34,87 £7,00 39,75 £7,90 A

Movimento 26,87 +24,00 20,75 +90 22 +7,20 A

progressivo (%)

Defeitos 4,87 +1,00 3,12 £0,80 3,75 £1,30 AB

espermaticos (%)

* Médias com letras diferentes nas linhas, diferem pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Tabela 6- Medidas do testiculo direto (D) e esquerdo (E) de cédes da raca
Beagle, obtidas com paquimetro, alimentados com trés racoes

comercias

(A: Econbmica, B: Premium, C: Super Premium),
Jaboticabal/SP, 2009.

Racao  Animal

Testiculo direito

Testiculo esquerdo

Comprimento Largura (cm)

Comprimento Largura (cm)

(cm) (cm)
A 1 45 3,5 4 3
B (Billy) 45 3,5 4 3,5
C 4,5 3,5 4 3
A 2 4 3,5 4 3
B (Biscoito) 4 3,5 4 3,5
C 4 3,5 4 3
A 3 4 3 4 3,5
B (Bolero) 4 3,5 4 3,5
C 4 3 4 3,5
A 4 2,5 2 4 3,5
B (Chorao) 2,5 2 4 3,5
C 2 2 5 3,5
A 5 45 4 4 3
B (Chapéu) 45 4 4 3
C 4,5 3,5 4 3
A 6 4 3,5 4 3
B (Piano) 4 3,5 4 3
C 4 3 4 3
A 7 4,5 3 4,5 3,5
B (Rancho) 5 4 4.5 4
C 5 4 4,5 4
A 8 4 3 4 3
B (Tang) 4 3,5 4 3
C 4 3,5 4 3
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Tabela 7- Biometria de prostata dos caes da raga Beagle, tratados com trés
racbes comercias diferentes (A: Econémica, B: Premium, C: Super
Premium), obtidas por exame ultrassonografico, Jaboticabal/SP,

2009.

Racao Animal

Testiculo direito

Testiculo esquerdo

Comprimento Largura

Profundidade Profundidade

(cm) (cm) L (cm)* T (cm)**
A 1 2,42 3,29 2,05 1,98
B Billy 1,68 3,29 2,85 1,98
C 2,3 3,3 2,9 2,1
A 2 3,01 3,18 2,00 1,70
B Biscoto 2,97 3,57 3,47 3,88
C 3,1 3,2 3,5 3,7
A 3 3,17 3,00 1,83 2,31
B Bolero 2,79 2,53 3,5 3,35
C 2,89 3,2 3,5 3,3
A 4 3,35 3,2 1,8 3,0
B Choréao 2,50 3,00 1,50 1,67
C 3,25 3,18 1,74 2,93
A 5 3,4 2,5 1,9 3,1
B Chapéu 2,90 3,74 3,07 2,54
C 3,34 2,46 1,91 3,01
A 6 2,5 3,7 3,4 2,2
B Piano 2,33 3,11 1,88 2,44
C 2,34 3,78 3,41 1,84
A 7 3,55 2,45 2,12 3,41
B Rancho 3,6 2,6 2,2 3,5
C 2,50 3,29 2,30 2,10
A 8 1,44 2,45 2,78 2,72
B Tang 2,1 2,6 2,8 2,9
C 1,69 2,52 1,54 1,04

* Profundidade L: longitudinal
** Profundidade T: transversal
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Figura 10- Imagem fotografica do exame ultrassonogréafico de préstata (A) e
testiculo (B), de caes da raca Beagle, alimentados com trés ragdes
comercias diferentes.Em A, a seta amarela indica o corte transversal
da uretra prostatica. Em B, as setas pretas indicam o mediastinum
testis.

O exame ultrassonografico de alguns cdes indicou certa hiperplasia
prostatica, compativel com a idade dos caes. As alteragcdes encontradas nao
interferiam no experimento, pois a qualidade do sémen, nestes individuos, nao

foi alterada.
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5. DISCUSSAO

No inicio do relacionamento homem-cdo, os caes tinham fungao
essencialmente de trabalho, principalmente em cagadas. Com o passar do
tempo estes animais passaram a desempenhar uma fungdo de companhia. No
Brasil estimava-se em 2003 que existiam aproximadamente 38 milhdes de
animais de estimacdo, destes, 27 milhdes s&o caes e 11 milhdes sdo gatos
(HAFEZ & HAFEZ, 2003). Os produtos destinados a estes animais estdo em
crescimento, tanto no mercado nacional quanto no mercado mundial, sendo a
alimentacdo o segmento responsavel pelos maiores investimentos (CARCIOFI,
2003).

O potencial do mercado brasileiro esta muito além dos resultados obtidos,

tendo um consumo potencial de 4,11 milhdes de toneladas/ano. Hoje ha 32
milhdes de caes, 19,5 milhées de passaros, 16 milhdes de gatos, 7,5 milhdes de
peixes e 2 milhdes outros. Esses numeros levam o Brasil, no mercado mundial,
ao segundo lugar em populacao de caes e gatos, o sétimo lugar em populagéao
de animais de companhia, o segundo em volume de producdo e o sétimo em
faturamento. Porém, hoje, os alimentos industrializados tém um abastecimento
de 1,78 milh&do de toneladas, o que representa apenas 43,32% da demanda total
de alimentos (ANFAL Pet, 2008)
Desde 1994, anualmente a Associacdo Americana de Controladores de
Alimentos (AAFCO, 2003), vem publicando suas recomendacdes nutricionais
para caes e gatos. Nestas recomendacdes foram levados em consideracéo
fatores como: variabilidade na composicdo nutricional dos ingredientes,
especialmente derivados de origem animal, variacdo analitica de resultados
laboratoriais, biodisponibilidade dos nutrientes presentes nos ingredientes em
uso, interacbes nutricionais, margem de seguranca para diferencas entre
individuos e racas, perdas em processamento e estocagem. Em funcdo das
consideracdes acima recomendacdes foram levados em consideragao os fatores
enumerados acima, as recomendacbées da AAFCO sao mais apropriadas na
formulacdo e avaliagéo de alimentos comerciais (CARCIOFI, 2003).
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O maior volume de ragdo comercializado no Brasil é representado pelos
produtos de baixo custo (de combate ou mais recentemente nomeados
econdmicos), cujo principal objetivo € a venda. Para serem fabricados utilizam
ingredientes mais baratos, possuem processamento padrdo e se adequam
apenas a andlise de rotulos. Apresentam, normalmente, baixa digestibilidade,
baixos teores de proteina e gordura, altos teores de fibra e levam o animal a
produzir quantidade elevada de fezes.

Alimentos premium constituem as marcas fortes dos fabricantes, que
investem em “marketing”, cujo apelo principal € a palatabilidade e a
digestibilidade. S&o produzidos com ingredientes de melhor qualidade.
Apresentam digestao intermediaria e sua adequacao nutricional é acessada por
andlises quimicas mais detalhadas a algumas vezes pelo teste de digestibildade
in vivo.

Os produtos super premium, tem como foco principal a qualidade. Sao
produzidos com ingredientes especiais e com atribuicdes e funcbes especificas
no conjunto da férmula, mediante processamento diferenciado, tornando-os mais
onerosos. Apresentam maior densidade nutricional (alta proteina, gordura e
energia), digestibilidade e palatabilidade (CARCIOFI, 2003).

Os desequilibrios alimentares sdo diretamente responsaveis ou predispoem
a inumeras doencgas ésseas e metabdlicas como a obesidade, diabetes melitus e
dermatopatias. E importante o uso de alimentos de boa qualidade, pois este
oferece equilibrio nutricional e regularidade obtida entre as refeicdes. Caes e
gatos necessitam de 40 a 45 nutrientes que devem ser ingeridos em
quantidades adequadas e proporcdes corretas.

As fungdes reprodutivas, nas diversas espécies de mamiferos, parecem
sofrer mais com as restricbes ou excessos alimentares em jovens que nos
adultos. As restricoes energética e protéica podem resultar em danos gonadais e
neuronais permanentes nos jovens. Em adultos, pode ocorrer diminuicdo da
secrecao de androgenos e da qualidade do sémen, porém esses efeitos sdo
temporarios; com a correcao da dieta, fungdes reprodutivas retornam a

normalidade (BROWN, 1994). Tendo em vista a importancia da nutricdo na
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qualidade do sémen das diversas espécies de animais, o cao pode ser utilizado
como modelo experimental, por seu facil manejo.

Os caes utilizados foram selecionados por serem de faixa etaria proxima
(adultos), uma vez que a qualidade seminal poderia ser diferente em animais
muito jovens ou velhos. FELDMAN & NELSON (1996) evidenciaram que varios
fatores interferem na qualidade do sémen, dentre eles estdo: idade (animais
jovens apresentam maior numero de espermatozéides defeituosos, que diminui
conforme se tornam maduros), frequencia de ejaculacao (exaustao das reservas
do epididimo levando a diminuicdo da concentracdo espermatica), tamanho dos
testiculos (correlacao entre tamanho de testiculos e concentracao espermatica),
doencas pré-existentes sistémicas ou genito-urinarias, trauma, estresse,
desordens enddcrinas na secregao de testosterona, FSH, LH, GnRH, além da
época do ano.

Cada animal passou previamente por selecdo que consistiu de avaliagao
clinica. No periodo das colheitas, o estado geral do animal foi novamente
observado, para descartar possiveis causas de alteracdes nos parametros
seminais, que nao fosse pelo tratamento. O tempo de cada tratamento (cinco
meses) poderia influenciar pelo menos dois ciclos espermaticos. Possiveis
deficiéncias nutricionais que afetam a reproducdo poderiam alterar a qualidade
do sémen desses caes. Todos os tipos de ragdao foram ingeridas ao longo do
ano, evitando um possivel efeito de sazonalidade na qualidade do sémen,
conforme descrevem FELDMAN e NELSON (1996) e HAFEZ & HAFEZ (2003),
apesar de MARTINS (2005) concluir em seu trabalho que os parametros
seminais pré e pos congelagdo nao se alteram com a época do ano.

No decorrer dos anos, diversos testes foram desenvolvidos para avaliar a
qualidade das amostras seminais nas diferentes espécies. Porém, apenas
recentemente as relagbes entre os mesmos estdo sendo aos poucos
desvendadas (HERRERA et al., 2004; QUINTERO-MORENO et al. 2004). A
metodologia utilizada nesse trabalho € recomendada por diversos autores como
MARTINS (2005), CHIRINEA (2008) e reproduzida mundialmente. Os

parametros macroscopicos e microscopicos do sémen foram avaliados. Para
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isso, foi estabelecido um limite minimo de qualidade para uso das amostras de
cada animal, de acordo com os valores observados dos mesmos.

Apesar de um dos caes apresentar um dos testiculos menor que o
contralateral (testiculo direito do animal Choréo), e este nédo foi excluido do
grupo experimental. A avaliagdo do sémen desse animal refletiu pouco na
qualidade do sémen, comparado com 0s outros caes e, em media, aceitavel.

Todos os valores da andlise do sémen obtidos encontraram-se dentro da
faixa normal descrita para a espécie canina, ao longo do experimento (OETTLE,
1993; JOHNSTON et al., 2001).

Os caes que compuseram 0 grupo experimental apresentavam qualidade
de sémen considerado bom, com médias de motilidade e vigor em torno de 80%
e 7,5, respectivamente. O sémen congelado apresentou grande queda na
motilidade, mas isso ocorreu nos trés grupos de tratamento, ou seja,
provavelmente foi influenciado pela técnica de congelacdo. Os resultados de
motilidade po6s-descongelacado tiveram média de 40%, diferente dos autores
CHIRINEA (2008) 78%; PENA E LINDE-FORSBERG (2000) 65% e MARTINS
(2005) proximo de 50%. Objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia da
nutricdo na qualidade do sémen fresco e congelado, e para isso, a técnica de
congelacao foi padronizada, de acordo com a técnica descrita por MARTINS
(2005), com algumas modificagdes.

O vigor no sémen fresco foi avaliado de forma subjetiva, por pontuacao,
conforme sugere a literatura consultada (FELDMAN & NELSON, 1996; CBRA,
1998; JOHNSTON et al., 2001, MARTINS, 2005, CHIRINEA, 2008). O
equivalente para o sémen congelado foi a avaliagao da porcentagem de células
méveis em movimento progressivo avaliados pela técnica computadorizada
(CASA). Os resultados obtidos também foram baixos, porém nao variaram entre
0s grupos de racdes, conforme as tabelas 4 e 5. O método de avaliacao
computadorizada (CASA) apresenta resultados de forma mais objetiva, retirando
o efeito do observador (RIJSSELAERE et al., 2005).

A concentragdo espermatica variou pouco ao longo dos tratamentos, nao

apresentando diferencas significativas. Segundo Oéttle (1993), existe correlacao
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positiva entre motilidade, vigor e concentracdo e negativa com defeitos de
morfologia, na avaliagdo da qualidade do sémen. Essa informacao condiz com
os resultados encontrados neste trabalho, apesar de n&o termos realizado
analises para confirmar tal correlagdo, observamos que os melhores resultados
apresentavam alta concentragdo, boa motilidade e vigor, e menor quantidade de
defeitos de morfologia.

O exame morfologico dos espermatozdides mostrou um namero baixo de
defeitos, sendo 99% defeitos secundarios (edema ou destacamento de
acrossomo, cabeca e cauda livre, gotas citoplasmaticas, cauda enrolada ou
fortemente enrolada). Alguns desses defeitos encontrados podem ser causados
pela manipulacdo, choque térmico e processo de congelacdo. Defeitos,
principalmente os de cabeca, podem afetar a fertilidade, porém alguns deles
podem ser compensados com 0 aumento na concentracao espermatica durante
o processo de IA. Porém, alguns defeitos ndo sdo compensados com esse
procedimento (MOCE & GRAHAM, 2008). Os valores obtidos dos cdes avaliados
foram aceitaveis. Segundo critérios do Manual para Exame Androlégico e
Avaliagdo de Sémen Animal, do CBRA- Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal (1998). Os defeitos priméarios encontrados ndo passaram de 1%.

Tanto no sémen fresco quanto no congelado foram baixos os defeitos
encontrados, em média ndo passaram de 10% do total de células examinadas.
Em dois animais, numa colheita apenas, esse numero passou a
aproximadamente 26%, porém foi um caso isolado, provavelmente causado pela
manipulacdo do material (a maioria dos defeitos encontrados constituia-se de
cauda enrolada).

Dentre os efeitos deletérios da criopreservagdo do sémen, danos no
acrossomo sao os mais frequentes (MARTINS-BESSA et al.,, 2008). Para
diminuir esses danos, varios diluentes foram testados, assim como a adicao de
substancias como vitaminas, proteinas, que possuem efeito antioxidante. As
membranas dos espermatozoides dos mamiferos sao ricas em acido graxos poli-
insaturados, que sao sensiveis as espécies reativas de oxigénio (ROS), que
causa danos por peroxidacao lipidica (SHEWEITA et al.,, 2005; MARTINS-
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BESSA et al., 2008). Neste trabalho, o diluente utilizado foi 0 mesmo para todos
0s grupos de ragdo, ou seja, tentou-se avaliar o efeito da qualidade da ragéo na
criopreservagdo do sémen canino. Observou-se que existiu diferenca entre as
racoes A (Econémica) e B (Premium), tendo a segunda menor quantidade de
alterac6es morfoldgicas que a primeira. O outro tipo de racdo (Super premium)
nao diferiu de A, nem de B. Pode-se sugerir um possivel efeito dos componentes
das racgdes interferindo na congelabilidade do sémen. Apesar dessa diferenca, a
quantidade de defeitos encontrada foi pequena, sendo considerada dentro da
normalidade, segundo o manual do CBRA (1998).

A avaliacao ultrassonografica de testiculos e préstata foi compativel com as
descricoes da literatura. Possiveis alteracoes nos exames poderiam influenciar
na qualidade do sémen, o0 que nao ocorreu. A prostata apresenta o parénquima
com ecogenicidade variavel, semelhante a do bago, aspecto difusamente
grosseiro. O tamanho varia com a idade, raga, maturidade sexual e processos
patologicos (CARVALHO, 2004). O exame ultrassonogréafico também pode ser
utilizado para aspiragédo direta em bidpsia de lesdes identificadas (FELDMAN &
NELSON, 1996).

O exame dos testiculos, tanto a avaliagdo ultrassonografica quanto as
medidas foram compativeis com a idade dos animais, com exce¢do de um dos
cades, ao exame, o testiculo menor apresentava menor ecogenicidade
comparado ao contralateral JA nos outros cées, os testiculos apresentaram
parénquima homogéneo, com fina capsula hiperecogénica (tunica albuginea) e
uma estrutura linear delgada, hiperecogénica central, orientada
longitudinalmente, chamada mediastinum testis (mediastino ou linha mediastinal)

que € a extenséo fibrosa da tunica albuginea (CARVALHO, 2004).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permite-se concluir que:
1- A andlise da qualidade do sémen fresco, de cdes da raga Beagle, adultos,
alimentados com trés racGes comerciais, ndao revelou diferenga nos parametros
avaliados, sugerindo que todas foram nutricionalmente completas e balanceadas
2- A andlise do sémen congelado, nao foi diferente nos trés tratamentos, nos
parametros motilidade e movimento progressivo.
3- Animais alimentados com a ragdao Premium apresentaram menos defeitos de
morfologia espermatica do sémen pds descongelamento, que a racao
Econbmica, porém nao diferiu da ragdo Super premium.
4- Ao longo do tratamento, ndo foram observadas diferengas no exame
ultrassonografico de prostata e testiculos, assim como suas medidas,
permanecendo compativeis com a idade dos caes.
5- Nos caes adultos utilizados neste experimento, tratados por cinco meses com
cada ragao, nao existiu interferéncia positiva ou negativa da dieta na qualidade

do sémen.
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APENDICE

Tabela 8- Analise Hematolégica média dos animais, dentro de cada grupo
experimental, Jaboticabal/SP, 2009.

Contagem Global

Racdo A Racdo B Racdo C
He (cel/mm?®) 7220,0 + 249,2° 7484,2 + 291,0° 7341,1+218,2°
Leu (cel/mm?) 11011,1+£249,2° 8201,6 + 1275,6° 9944,4 +838,17°
Hb (g/dL) 15,5 +0,3° 16,1 £0,2° 16,0 + 0,5%°
Ht (%) 45,8 + 1,5 47,3 £1,4° 46,4 + 1,5
Plaquetas 212500,0 + 223555,5 + 192000,0 *+

(cel/mm?®) 15417,1° 14449,9° 14950,8°
Contagem Diferencial

Basdfilos 0,4 +1,5° 0,2 +0,2° 0,4 +0,2°
Eosindfilos 8,5+0,9° 6,2 +0,86% 43 +1,0°
Neutréfilos Bast. 1,4 £0,8%° 1,6 £0,6% 0,7+0,3°
Neutréfilos Seg. 62,3 +2,4° 60,8 + 2,52 63,2 + 2,5°
Linfocitos 25,2 +1,6° 28,0+ 2,2° 28,8+ 1,9°
Monécitos 2,2 +0,4° 2,2+0,7° 2,3 +0,40°

Nao houve diferengas estatisticas entre os grupos, todos se encontram dentro dos
valores de normalidade para caes.

Tabela 9- Analise dos parametros bioquimicos médios, dentro de cada grupo
experimental, Jaboticabal/SP, 2009.

Racao A Racédo B Racédo C
ALT (U/dL) 29,6 +6,0° 31,1 +4,0° 48,1 +9,64°
Creatinina 0,95 + 0,0® 0,90+ 0,0° 0,94 +0,0®

(mg/dL)

FA (UL) 52,7 +8,4° 53,2 +8,12 58,8 + 8,62
PT (g/dL) 6,5+ 0,1° 6,6+ 0,2° 7,0+ 0,3%®
Albumina (g/dL) 3,0+ 0,1° 3,1+ 0,0° 32+ 0,0°
Uréia (mg/dL) 28,2+43° 38,7+ 5,9° 32,9+32°

* - Médias diferentes pelo teste T-Pareado (p<0,05).
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Tabela 10- Analise média da urina dos animais, dentro de cada grupo
experimental, Jaboticabal/SP, 2009.

Urinalise
Racéo A Racao B Racao C
Densidade 1019 £0,0° 1026+ 0,02 1,034 +0,0°
pH 75+0,3° 7,0+0,3% 5,7+0,2°
Sedimentoscopia

Pt (mg/dL) 0,38+0,16" 0,22+0,08" 0,27+0,14"

He () 0,05+0,05" 0,05+0,05" 0,27+0,08"

Leu () 1,44+0,32" 1,33+0,32" 1,66+0,46"

Cilindros 0,05+0,05" 0,16x0,08" 0,16x0,11*
Granulosos

Fosfato Triplo 1,550,81* 1,27+0,65" 00"

Céls. Epiteliais de 1,22+0,26" 0,83+0,20" 1,44+0,24"
Transicédo

a,b — médias sem uma letra em comum na mesma linha séo diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05)

A, B — médias sem uma letra em comum na mesma linha sao diferentes pelo
teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Tabela 11- Idade dos cédes da raca Beagle que compuseram o grupo
experimental, Jaboticabal/SP, 2009.

Beagles (idades até 02/05/2008)

Nome Idade Defeitos espermaticos totais
(média %)
Piano 3A e Smeses 5,2
Rancho 3A e 11meses 3,3
Biscoito 4A e 5 meses 5,1
Bolero 4A e 5 meses 2,9
Tang 4A e 8 meses 6,5
Chapéu 4A e 8 meses 5,8
Chorao 6A e 5 meses 3,9

Billy 6A e 10 meses 4,2
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Tabela 12- Componentes do diluente para o sémen canino elaborado por ROTA
et al. (1997) - ROTA A, STROM B., LINDE-FORSBERG C.,
RODRIGUEZ-MARTINEZ H. Effects of Equex STM paste on viability
of frozen-thawed dog spermatozoa during in vitro incubation at 38°C.
Theriogenology 1997; 47: 1093-1101.

Componentes Quantidade
TRIS 24¢
Acido Citrico.H,0 l4g
Glicose 0,8¢g
Glicerol 7 mL
Benzil penicilina 0,06 g
Sulfato de Estreptomicina 0,1¢g
Gema de ovo 20 mL

Equex STM paste (Nova Chemical Sales,
Scituate, Inc., MA, USA)

1 mL

Agua Ultra-pura (Milli Q) Completar para 100 mL

pH: 6,48
Osmolaridade: 1370 mOsm
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