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Dedico esse trabalho a todos os criadores de cies, médicos
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RESUMO

O resfriamento do sémen canino em caixas de isopor é de importancia para médicos veterinarios
e criadores pois permite o deslocamento do material genético aumentando seu tempo de
viabilidade, porém a determinacdo do periodo maximo que o sémen deve permanecer €
inexistente. O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo da qualidade do sémen resfriado
de cdes da raca Fila Brasileiro. Foram avaliados seis cdes Fila Brasileiro atraves do exame
androldgico composto por anamnese, exame fisico completo, exame especifico do sistema
reprodutor e espermograma, sendo realizadas analises de motilidade, vigor, morfologia e
concentracdo. As analises de motilidade e vigor foram feitas por método subjetivo. A analise
de concentracdo foi avaliada atraves da contagem de células realizada ao microscopio optico
com auxilio de camara de Neubauer. Para andlise de morfologia, foi utilizado o método de
microscopia éptica através do esfregaco corado por Panotico® réapido, contando 200 células e
classificando-as em normais, com defeitos maiores e com defeitos menores. A coleta do sémen
foi feita através do método de manipulacédo digital do bulbo do pénis, foi utilizada somente a
fracdo espermatica para experimento. O sémen foi diluido com diluidor BotuDog® e resfriado
em caixas de isopor BotuFlex®. Apos 24h, 36h e 48h do inicio de resfriamento foram realizadas
analises de motilidade, vigor e morfologia, para isso foram retiradas amostras de sémen e
colocadas em banho-maria. Para analises de morfologia e concentragdo, o sémen fresco e 0
resfriado foram conservados em formol salina. Os animais foram divididos em dois grupos de
acordo com a idade, cdes com menos de 1,5 anos e cdes com 3,5 anos ou mais. De acordo com
0 exame androldgico, os animais eram aptos a reproducdo. O sémen fresco dos cdes estava
dentro dos padr&es propostos pela CBRA (2013). Houveram diferencas estatisticas entre grupos
no parametro vigor fresco, porém o vigor de ambos estava dentro do padrdo da CBRA (2013).
Houve mais de 30% de defeitos totais em sémen resfriado por 24h do grupo de caes com 3,5
anos ou mais, de acordo com a CBRA (2013) ndo esta dentro dos padrbes para a espécie, porém
devido a maior quantidade de defeitos menores do que maiores, conclui-se que seja devido a
problemas na realizacdo da técnica. O sémen de ambos os grupos perdeu a qualidade durante o
decorrer do resfriamento, o método de resfriamento em caixa de isopor mostrou-se eficiente em

até 24h. Sao necessarios mais estudos sobre o resfriamento e andrologia de caes Fila Brasileiro.

Palavras Chave: Material genético; Andrologia; Machos.



ABSTRACT

The cooling of canine semen in styrofoam boxes is important for veterinarians and breeders as
it allows the displacement of genetic material, increasing its viability time, but the
determination of the maximum period that the semen should remain is non-existent. The present
study aimed to evaluate the quality of cooled semen of Fila Brasileiro dogs. Six Fila Brasileiro
dogs were evaluated through andrological examination consisting of anamnesis, complete
physical examination, specific examination of the reproductive system and spermogram, with
analyzes of motility, vigor, morphology and concentration. Motility and vigor analyzes were
performed using a subjective method. The concentration analysis was evaluated through the
cell count performed under an optical microscope with the aid of a Neubauer camera. For
morphology analysis, the optical microscopy method was used through the rapid Panoético®
smear, counting 200 cells and classifying them as normal, with major defects and with minor
defects. The semen collection was done through the method of digital manipulation of the bulb
of the penis, only the sperm fraction was used for the experiment. The semen was diluted with
BotuDog® extender and cooled in BotuFlex® Styrofoam boxes. After 24h, 36h and 48h of the
beginning of cooling, analyzes of motility, vigor and morphology were performed, for which
semen samples were taken and placed in a water bath. For morphology and concentration
analyses, fresh and cooled semen were preserved in saline formaldehyde. The animals were
divided into two groups according to age, dogs younger than 1.5 years and dogs 3.5 years and
older. According to the andrological examination, the animals were capable of reproduction.
The fresh semen of the dogs was within the standards proposed by the CBRA (2013). There
were statistical differences between groups in the fresh vigor parameter, but the vigor of both
was within the CBRA standard (2013). There were more than 30% of total defects in semen
cooled for 24 hours in the group of dogs aged 3.5 years or older, according to the CBRA (2013)
this is not within the standards for the species, but due to the greater amount of minor defects.
than larger, it is concluded that it is due to problems in performing the technique. The semen of
both groups lost quality during the course of cooling, the method of cooling in a styrofoam box
proved to be efficient in up to 24 h. More studies are needed on the cooling and andrology of

Fila Brasileiro dogs.

Key Words: Genetic material; Andrology; Males.
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1 INTRODUCAO

Os cées fazem parte das atividades humanas e evoluiram junto ao homem de
acordo com suas atividades, cultura e psicologia, as diferencas entre ragcas permitem que
0 homem tenha um companheiro que atenda suas necessidades, como por exemplo as
racas voltadas para o pastoreio e racgas guias. Para se obter um animal de raca todos 0s
seus ancestrais devem ser desta raca e para isso € necessario o acasalamento (MARITI et
al., 2012).

A monta natural de cdes da mesma raca nem sempre é possivel pois ha fatores
como a diferenca de tamanhos, barreiras patoldgicas, a aceitacdo do macho pela fémea e
principalmente a distancia entre os animais (SILVA et al., 1996). Com isso, alem da
monta natural outro método de procriacao € a inseminacdo artificial (SILVA et al., 2003).

A inseminacdo artificial (I1A) em cadelas pode ser feita através de duas técnicas,
pela deposicdo do sémen no Utero (intrauterina) ou pela deposicdo de sémen na vagina
(intravaginal) (SILVA et al, 2003). A IA pode ser feita através de sémen fresco, congelado
ou resfriado, o sémen fresco € utilizado assim que coletado do macho, o método de
criopreservacdo e resfriamento sdo utilizados para conservacdo do sémen
(WITTAYARAT et al., 2012; FUTINO et al., 2010).

Para a coleta do sémen utiliza-se 0 método de eletroejaculacdo e o método de
manipulacdo digital através da massagem do bulbo da glande do pénis, sendo o dltimo
mais utilizado (JOHNSTON et al., 2001).

O resfriamento de sémen canino € de interesse de médicos veterinarios e criadores
pois através dele é possivel o transporte do material genético entre regides distantes, sem
0 deslocamento dos animais. O resfriamento pode ser realizado através do uso de
refrigeradores convencionais ou através de caixas de isopor (LINDE-FORSBERG, 2001;
SILVA et al, 2004; UCHOA et al., 2007). Uma importante desvantagem da técnica ¢ a
queda de viabilidade do sémen ao decorrer do tempo (ENGLAND E PONZIO, 1996).

O resfriamento através de caixas de isopor possui baixo custo e se mostra
interessante quando se refere ao transporte de sémen (NASCIMENTO, 2007). A caixa de
isopor BotuFLEX® é uma caixa comercial utilizada amplamente no cotidiano de
criadores e veterinarios para o transporte de sémen principalmente de equinos e caninos
através do resfriamento, para a sua utilizacdo hd um manual de instru¢fes, ndo sendo uma

caixa de isopor comum (BOTUPHARMA, 2022). Apesar de serem muito utilizadas, os



estudos com cdes mostrando a determinagdo do periodo maximo de conservagao nesses
recipientes sdo praticamente inexistentes (NASCIMENTO, 2007).

Os diluidores s&o substancias adicionadas ao sémen para ajudar em sua
preservacdo durante o processo de resfriamento, congelacéo e descongelacéo, evitando
danos aos espermatozoides caninos e prolongando sua longevidade. O diluente ideal deve
conter nutrientes para os espermatozoides. H& dois tipos de diluidores, os diluidores
produzidos em laboratorio e os diluidores comerciais (RODRIGUES, 1997).

O exame andrologico é de extrema importancia para a avaliacdo e definicdo do
potencial reprodutivo dos machos, o método consiste em avaliacdo fisica completa do
animal, avaliacdo dos 6rgéos reprodutivos, analise do comportamento sexual e anélises
espermaticas. Quanto as analises espermaticas, elas consistem em analises
macroscopicas, compostas por avaliacdo de coloracdo, aspecto, odor e volume e analises
microscopicas compostas por motilidade, vigor, concentracdo e morfologia. As anélises
espermaticas também sdo utilizadas apds resfriamento e congelamento do sémen para
avaliar o potencial de fertilizagdo dos espermatozoides (CBRA, 2013).

A raca Fila Brasileiro foi reconhecida a poucos anos como a primeira raga de cées
grande porte brasileira e tem grande importancia para a historia do Brasil pelos animais
serem descendentes de racas trazidas pelos colonizadores e fazerem parte de todo
processo de formacao do pais. Sdo caes com aptidao para guarda e manejo do gado e sdo
extremamente fieis a seus donos (VALLE & MONTE, 1981). Ha poucos estudos sobre

andrologia e resfriamento de sémen de machos Fila brasileiro.



2 JUSTIFICATIVA

O uso de caixas de isopor para o resfriamento do sémen canino é um método
bastante utilizado a campo para conservacdo da sua viabilidade, contudo, ha poucos
estudos sobre o impacto desse tipo de recipiente na qualidade seminal.

Sabe-se que o sémen resfriado deve ser utilizado na inseminacao artificial o mais
rapido possivel para garantir sua viabilidade, j& que o resfriamento do sémen de animais
aptos a reproducdo leva a diminuicdo da qualidade espermatica. Podem haver problemas
no transporte da caixa, causando demora no processo, como por exemplo, atraso dos voos
e a lentid&o do transito nas cidades.

A avaliacdo seminal é de extrema importancia na verificacdo da qualidade fisica
e estrutural da célula espermatica, sendo estas caracteristicas de impacto na fertilidade do
material. Deve-se também levar em consideracdo os danos que a alteracao de temperatura

pode causar no sémen, bem como o tempo de exposi¢édo ao resfriamento.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliacdo da qualidade do sémen resfriado de cdes da raca Fila Brasileiro.

3.1 Especificos

e Analisar o sémen de cées da raca Fila Brasileiro, imediatamente apds a
coleta, quanto a motilidade, vigor, morfologia e concentracdo dos
espermatozoides;

e Avaliar 0 sémen de cées da raca Fila Brasileiro nos periodos de 24h, 36h
e 48h apds o inicio da refrigeracdo, quanto a motilidade, vigor e
morfologia dos espermatozoides;

e Auvaliar cdes da raca Fila Brasileiro quanto a aptiddo reprodutiva através
de exame androldgico completo;

e Comparar espermograma de cées Fila Brasileiro de diferentes idades.



4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Eixo Hipotalamico Hipofisario Gonadal

O sistema reprodutivo dos machos € regulado por meio de feedback negativo
envolvendo hipotalamo, hip6fise anterior e testiculos (KLEIN, 2014).

O hipotdlamo secreta o hormonio liberador de gonadotrofina (GNRH) que
estimula a hipdfise anterior a sintetizar e secretar hormonio luteinizante (LH) e hormonio
foliculo estimulante (FSH) (KLEIN, 2014).

A liberacdo de FSH e LH dependem do padréo de pulsatilidade do GNRH, pulsos
irregulares e de baixa amplitude liberam FSH, pulsos de alta frequéncia induzem a
liberacdo de LH. A subunidade proteica (o) encontrada nesses hormdnios sdo comuns
entre ambos, porem a subunidade (B) sdo especificas de cada um (KLEIN, 2014).

O LH age nos testiculos através da ligacao a receptores da membrana das células
de Leydig, estimulando a conversao de colesterol no horménio testosterona. As células
de Sertoli produzem proteinas ligadoras de androgenos (ABP), essas proteinas se ligam
aos androgenos que foram sintetizados nos testiculos quando estes sdo difundidos para
sangue e linfa. A espermatogénese depende desses andrdgenos para acontecer de forma
normal (KLEIN, 2014).

As ABP promovem o acumulo da di-hidrotestosterona e testosterona dentro dos
tubulos seminiferos e no intersticio testicular e facilitam o transporte de andrégenos do
testiculo para o epididimo, a importancia desse fator esta no fato de influenciar no transito
epididimal e maturacéo das células espermaticas (KLEIN, 2014).

As células de Sertoli e as células mioides peritubulares encontradas nos testiculos
dao suporte e envolvem as células espermaticas durante o desenvolvimento sendo entéo
alvos da testosterona. O FSH tem como alvo especifico as células de Sertoli nos tbulos
seminiferos, junto com a testosterona o FSH estimula fungdes que estdo envolvidas com
o fornecimento de nutrientes aos espermatozoides, maturagdo dos espermatocitos,
meiose, espermiacdo e fungdes das celulas de Leydig, como a sintese e secre¢do de
inibina, ABP, ativina e estrogeno (KLEIN, 2014).

Pesquisas apontam que as células de Leydig e células de Sertoli agem de modo
paracrino. As células de Sertoli podem estimular a producéo de esteroides nas células de
Leydig, como a inibina, secretada pelas células de Sertoli devido ao alto nivel de FSH,

estimula a esteroidogénese nas células de Leydig (KLEIN, 2014).



A inibina junto com a testosterona faz parte do mecanismo de feeedback sobre a
producdo de FSH, os esteroides gonadais suprimem a liberagdo de FSH e a inibina mostra-
se como a mais influente nesse mecanismo. A di-hidrotestosterona, o estrégeno e a
testosterona fazem feedback negativo sobre a liberacdo e sintese de LH na hipofise

anterior ou a nivel de hipotalamo (KLEIN, 2014).

4.2 Espermatogénese

A espermatogénese é o processo de formacdo dos espermatozoides no trato
reprodutivo dos machos. E caracterizada por trés fases: espermatocitogénese, meiose e
espermiogénese. Na espermatocitogénese, as espermatogoénias do tipo A (diploides), que
sdo células primitivas, dividem entre si através do processo de mitose de forma a manter
a populacdo de células tronco, essas células sdo responsaveis pela producdo de
espermatozoides por toda a vida do animal. As espermatogonias do tipo A se transformam
em espermatogoénias do tipo B, essas células do tipo B através também do processo de
mitose diferenciam em espermatdécitos primarios (KLEIN, 2014).

Os espermatdcitos primarios entram na primeira divisdo meiotica, formando os
espermatdcitos secundarios, células haploides. Os espermatécitos secundarios passam
pela segunda divisdo meidtica formando as espermatides. Na primeira divisdo meiotica
ocorre a troca de material genético entre cromossomos devido ao pareamento de
cromossomos homdlogos gerando duas células de caracteristica haploide (KLEIN, 2014).

As espermatides entram em fase de espermiogenese onde se diferenciam e se
dividem em espermatides maduras, processo que ocorre antes da liberacdo de
espermatozoides nos tubulos seminiferos. Na espermiogénese as principais caracteristicas
sdo, a formacdo do acrossoma a partir do complexo de Golgi, formacdo de flagelo,
condensacao e alongamento do ndcleo e extensa perda de citoplasma (KLEIN, 2014).

O espermatozoide entdo, através do processo de espermiacdo é constituido de
cabeca, peca intermediéria e cauda. Na cabega contém o material genético masculino que
em combinagdo com o material genético feminino constituido do odcito formara um
embrido diploide apos a fertilizacdo. O acrossomo recobre a cabeca e possui enzimas
hidroliticas que possuem importante papel na penetracdo do odcito (KLEIN, 2014).

A peca intermediaria é constituida de mitocondrias importantes para a fornecer
energia para locomoc¢do do espermatozoide através da extensdo dos microtubulos pela

calda e movimentacao para frente e para trds (KLEIN, 2014).



A espermatogénese depende dos horménios reprodutivos e pode ser afetada
patologias do sistema reprodutor, doencas sistémicas e fatores ambientais.

A espermatogénese canina dura entre 50-60 dias levando em consideragdo o
transito do epididimo e o processo de formacao das espermatogoénias até espermatozoides
(KLEIN, 2014).

4.3 Exame androldgico

O exame andrologico é essencial para a avaliacdo do potencial reprodutivo dos
machos, ele se baseia na saude geral do animal, saude reprodutiva e salde genética. Para
a realizacdo do exame androldgico deve-se iniciar com a identificacdo do proprietéario e
do animal, posteriormente anamnese, exame fisico geral e especifico do sistema
reprodutor, comportamento sexual, espermograma, exames complementares e a emisséo

de laudo e se caso houver, o diagnostico de patologias (CBRA, 2013).

4.3.1 Anamnese

Nessa etapa do exame androldgico deve-se coletar todas as informacdes possiveis
do animal, como idade, histérico de patologias, historico de vacinas e vermifugo, a
alimentacdo oferecida, quanto se alimenta por dia, quantas vezes o alimento é oferecido,
se é uma alimentaco natural ou racdo e se faz uso de suplementacfo. E importante se
possivel verificar o historico genético dos ancestrais para verificar predisposicdo a
patologias que podem passar aos descendentes. Além desses fatores é essencial verificar
se 0 animal convive com outros animais, se passeia, faz viagens e se faz ou ja fez o uso
de medicamentos, além do uso de coleiras ou sprays repelentes (MEYERS-WALLEN,
1997 apud SANTOS et al., 2016).

Quanto a anamnese reprodutiva, € necessario direcionar de acordo com o motivo
que levou o tutor a solicitar a andrologia (FELDMAN E NELSON, 2004, apud SANTOS
et al., 2016). Questiona-se sobre o histérico reprodutivo, nimero de copulas, sucesso ou
insucesso da copula, se utiliza-se monta natural ou inseminacdo artificial, quantas
ninhadas o animal ja teve, quantos animais por ninhada, indice de mortalidade dos
filhotes, informacdes sobre as fémeas usadas para o acasalamento (idade, prolificidade,

fertilidade), entre outros. Se ja coletado antes, saber sobre a qualidade seminal, avaliar



exames ja feitos antes, como cultura e citologia de fluido seminal e sorologia de brucelose
(JOHNSON et al., 2001).

De acordo com JOHNSON (2006), algumas medicacOes afetam diretamente a
libido e a qualidade seminal, como por exemplo cimetidina, hormoénios como
glicocorticoides, estrogenos e androgenos, espirinolactona, cetaconazol e

anticolinérgicos.

4.3.2 Exame Fisico

O exame fisico deve ser dividido em exame geral e exame especifico do sistema
reprodutor.

O exame geral inclui a avaliacdo de todos os sistemas do animal, incluindo por
exemplo, avaliacdo de hidratacdo, escore corporal, presenca de ectoparasitas, se ha queda
ou opacidade dos pelos, claudicacdo, frequéncia cardiaca, alteracbes respiratorias,
alteragBes neuroldgicas como convulsdes, entre outros. Ele € essencial para descartar
doencas hereditarias ou sistémicas que podem afetar negativamente a fertilidade do
macho, podendo até mesmo ser requisito para exclui-lo da reproducdo (CBRA, 2013).

O exame especifico envolve exame apenas do aparelho reprodutivo. O escroto
possui uma mobilidade em relacdo aos testiculos e espessura uniforme, ndo sendo normal
haver aderéncias. O prepucio deve ser facilmente tracionado para traz até o bulbo, sem
sinais de fimose, pustulas, feridas. O pénis ndo deve apresentar sinais de inflamacéo,
corpos estranhos, traumatismos, secregfes excessivas e neoformagdes (FELDMAN e
NELSON, 2004; CBRA, 2013).

Quanto ao epididimo, cordBes espermaticos e testiculos, devem ser avaliados
quanto a localizacdo, dimensdes, simetria, consisténcia, presenca ou auséncia, mobilidade
e sensibilidade, os trés devem ser avaliados juntos, sendo epididimo e testiculos de facil
diferenciacdo, caso ndo seja possivel diferencia-los pode ser indicio de anomalia
(JOHNSON, 2006; CBRA, 2013).

As alteragdes testiculares congénitas mais comuns sao, criptorquidismo (auséncia
de um ou ambos testiculos no saco escrotal), hipoplasia testicular, agenesia de um
testiculo (monorquisimo) ou agenesia de ambos os testiculos (anorquidismo)
(ROMANGNOLI e SCHLAFER, 2006).

A préstata pode ser examinada por palpacdo abdominal e palpacdo retal

simultaneamente. O tamanho da prostata varia de acordo com a idade, raca e peso do
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macho. A disfuncdo prostatica pode ser indicada atraves de anormalidades de tamanho,
simetria entre lobos, sensibilidade a palpacéo ou consisténcia (FELDMAN E NELSON,
2004). Quanto a palpacdo retal a glandula apresenta textura ligeiramente aspera, com
formato bilobado e simétrico (JOHNSON, 2006 apud SANTOS et al., 2016).

4.3.3 Comportamento sexual

O comportamento sexual é composto por todos 0s comportamentos que 0 macho
demonstra na presenca de uma fémea em estro com o objetivo de acasalamento, em cées
tem-se como exemplo, cheirar os 6rgdos genitais da fémea e a tentativa de monta
(YAMAMOTO, 2018).

A libido se caracteriza pela manifestacdo do interesse sexual dos machos pelas
fémeas por caracteristicas hormonais, sendo uma caracteristica fisioldgica. Os
androgenos, principalmente a testosterona sdo responsaveis pela manutengdo de
caracteristicas sexuais secundarias dos machos e comportamento sexual. A deficiéncia
desses horménios provoca queda da libido (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O comportamento sexual deve ser avaliado pois é extremamente importante para
que aconteca a monta natural, podendo ser pré-requisito de avaliagdo de distdrbios
hormonais, além de ser um fator genético que pode passar para os descendentes (HAFEZ
e HAFEZ, 2004).

A libido do macho pode diminuir em animais idosos. Machos inexperientes
sexualmente podem ser intimidados por cadelas experientes e dominantes ou caso estejam
em ambientes estranhos. Para avaliacdo da libido, o animal preferencialmente deve estar
na presenca de uma fémea no cio (CBRA, 2013; JOHNSON, 2006).

4.3.4 Espermograma

O espermograma é a analise do sémen para avaliar o potencial e trato reprodutivo
do macho além de afec¢des que podem exclui-lo da reproducdo (MEYERS-WALLEN,
1997 apud SANTOS et al., 2016). E constituido pela coleta da fracio espermatica do
sémen canino e posterior avaliacao através de diversos métodos (SILVA et al., 2002 apud
SANTOS et al., 2016).

A avaliacdo deve ser macroscopica e microscopica, macroscopicamente deve-se

avaliar a coloracdo, aspecto, odor e volume. Microscopicamente as anélises séo de
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motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermética (CBRA, 2013). Pode-se
analisar também o pH da terceira fragdo (JOHNSTON et al., 2001 apud SANTOS et al.,
2016), além do teste hiposmatico e testes mais dispendiosos e acurados como analise

computadorizada, microscopia fluorescente e citometria de fluxo (SANTOS et al., 2016).

4.3.4.1 Coleta de sémen

A coleta do sémen pode ser feita através de dois métodos, método de manipulagéo
digital, mais utilizado, através da massagem do bulbo da glande até a ejaculacdo e o
método de eletroejaculacdo. O método de eletroejaculacdo tem como desvantagem a
possivel contaminagdo do sémen com urina e muitas vezes ndo € necessaria sua utilizacdo
(JOHNSTON et al.,, 2001 apud SANTOS et al., 2016). Um ejaculado de melhor
qualidade, a facilitacdo da coleta e da avaliacdo da libido acontece através da presenca da
fémea, porém a coleta pode ser feta em sua auséncia, pois 0 método de manipulacao
digital é suficiente para alguns machos (FELDMAN E NELSON, 2004; JOHNSTON et
al., 2001).

O ambiente pode ser decisivo para o sucesso da coleta, o animal deve estar em um
ambiente calmo, fresco e com piso antiderrapante para evitar acidentes (KRUSTRITZ,
2010 apud SANTOS et al., 2016).

O ejaculado canino é composto de trés fracbes, sendo a primeira e a terceira fracédo
prostatica e a segunda fracdo espermatica. A primeira fragdo tem como objetivo a limpeza
da uretra, a terceira a diluicdo do sémen e a segunda fracdo é composta pelos
espermatozoides (fracdo espermatica) (SILVA et al., 2002 apud SANTOS et al., 2016).

O cédo promove impulsos vigorosos quando libera pequeno volume da primeira
fracdo. A segunda fracdo (branca opalescente) é liberada ap6s a diminuicdo ou cessdo dos
impulsos, o cdo procura passar a pata pelo manipulador, como simulacao de cépula, caso
ele ndo faca, 0 manipulador deve levantar a perna do animal e tracionar o pénis 180° em
direcdo caudal.

A terceira fracdo pode ser identificada através da liberacdo de liquido transparente
apos a liberacdo de liquido branco opalescente, visualizacdo de contracBes anais e
palpacédo dos impulsos na regido uretral (JOHNSTON et al., 2001 apud SANTOS et al.,
2016). Apos a coleta é importante ndo deixar o animal se deitar e manté-lo sob vigia até

0 pénis ficar totalmente protegido pelo prepdcio, evitando lesGes penianas.
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4.3.4.2 Analise seminal

O volume pode variar de acordo com a racga, idade, frequéncia e porte do animal.
As fracdes podem variar quanto ao volume. A primeira em geral é de 0,5 mL, a segunda
0,5 a1 mL, podendo chegar a 3 ml e a terceira e Gltima pode variar de 3 4 30 ml (SILVA
et al., 2002 apud SANTOS et al., 2016). De acordo com JHONSTON et al., (2001) o
volume total pode variar de 1 a 80 mL. Para JHONSON (2006) pode variar de 2,5 a 80
mL e de acordo com a CBRA (2013), pode variar de 1,5 a 80 mL. O volume total é
importante para o calculo do nimero de espermatozoides (KRUSTRITZ, 2010 apud
SANTOS et al., 2016).

Quanto ao aspecto e odor o odor é sui generis (CBRA, 2013) e 0 aspecto € viscoso
devido a concentracdo espermatica (SILVA, et al., 2012b apud SANTOS et al., 2016).

A coloracdo da fracdo espermatica é branco opalescente, quando ha
anormalidades pode-se apresentar de coloracdo vermelha por presenca de sangue;
coloracdo amarela por presenca de urina; coloragdo marrom por doenca prostatica;
coloracdo muito clara como indicacdo de azoospermia; verde por infeccdo ou esmegma
(KRUSTRITZ, 2010 apud SANTOS et al., 2016).

A motilidade espermética é o nimero de espermatozoides moveis (CBRA, 2013).
Existem dois métodos de avaliacdo de motilidade, através da analise computadorizada ou
de forma subjetiva pela microscopia Optica, sendo o ultimo mais utilizado (CARDOSO
etal., 2003; MARTINEZ, 2004 apud. SANTOS et al., 2016).

A avalicdo de motilidade pode ser feita tanto em sémen fresco como em sémen
resfriado e criopreservado (PENA, 1997 apud SANTOS et al., 2016) e tem como objetivo
avaliar o potencial de fertilizacdo, embora essa correlacdo ndo esteja totalmente
esclarecida (SOUZA, 2003 apud SANTOS et al., 2016). E um dos métodos mais
utilizados para a avaliagdo espermatica e no cdo o percentual de células morfologicamente
normais esta relacionado com o percentual de espermatozoides moveis (AGARWAL et
al., 2003 apud SANTOS et al., 2016).

A andlise de microscopia Optica consiste em analisar a olho nu o percentual de
espermatozoides moveis, para isso € necessaria uma lamina com uma gota de sémen,
coberta por uma laminula. O aumento utilizado é de 100 ou 400X (NELSON e COUTO,
2015 apud SANTOS et al., 2016).

O numero de espermatozoides caninos moveis deve variar de 80 a 90%, sendo a

baixo de 60% considerado astenozoospermia, caracteristica anormal (SILVA et al.,
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2002). De acordo com a CBRA (2013), o0 sémen canino fresco deve apresentar motilidade
maior ou igual a 70% e 0 sémen canino criopreservado maior ou igual a 50% para que
sejam considerados de qualidade aceitavel.

O vigor ¢ a qualidade dos espermatozoides moveis, sendo avaliado em uma escala
1-5, sendo no minimo 3, fresco ou congelado (CBRA, 2013) ou de 0-5 (SILVA et al.,
2003 apud SANTOS et al., 2016). Os movimentos anormais dos espermatozoides como
movimentos retrogrados ou em circulos podem ser devido a morfologia também anormal
de calda e peca intermediaria (JOHNSON, 2006 apud SANTOS et al., 2016).

A concentracao espermatica € quanto de espermatozoides tem em um mililitro de
sémen e é avaliada somente com a segunda fracdo pois é a Unica fragdo que possui
espermatozoides.

Os metodos utilizados para a avaliar a concentracdo sdo, espectrofotometria,
contagem de celulas por microscopio Optico ou de contraste com auxilio de camara de
Neubauer e método computadorizado (CBRA, 2013). A concentracdo espermatica do cdo
varia entre 247 + 9,9 10° sptz/mL (espermatozoides por mililitro) (SILVA et al., 2002
apud SANTOS et al., 2016).

A baixa concentracdo espermatica (oligozoospermia), a diminuicdo do percentual
de espermatozoides morfologicamente normais (teratozoospermia) e a auséncia de
espermatozoides (azoospermia) podem acontecer em determinados casos (LUZ E
SILVA, 2019).

A oligozoospermia é quando o animal possui baixa concentracdo espermatica e
pode ser identificada em cdes geriatricos, imaturos e quando ha esgotamento das reservas
de ducto deferente e epididimo (extragonadais), por excesso de coleta ou por ejaculacao
retrograda. Na ejaculacdo retrograda parte do sémen flui para a vesicula urinaria
(JOHNSTON et al., 2001 apud SANTOS et al., 2016).

A azoospermia é a incapacidade de ejacular ou até mesmo produzir
espermatozoides (JOHNSON, 2006 apud SANTOS et al, 2016), alguns cées ndo ejaculam
a segunda fracdo por manipulacdo digital insuficiente, pela auséncia de uma fémea no cio
ou até mesmo estresse e ansiedade (MEMON, 2007 apud SANTOS et al., 2016).

A Teratozoospermia é a diminuicdo do percentual de espermatozoides
morfologicamente normais e tem como principais causas, orquite, tumores testiculares,
protatite, hipertermia, abstinéncia sexual, obesidade e uso excessivo do animal em
copulas ou coletas de sémen (LUZ E SILVA, 2019).
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A morfologia espermatica consiste na porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais em relagdo aos anormais, implica diretamente na fertilidade
do macho, apesar desse fator ndo estar totalmente esclarecido em cdes. E um método
indispensavel pois algumas anomalias atrapalnham a motilidade espermatica e
consequentemente altera a fertilidade devido a incapacidade desses espermatozoides
atingirem os o6citos (KRUSTRITZ, 2010; OETTLE, 1993).

Os meétodos de avaliagdo morfoldgicos sdo o esfregaco Umido e o esfregaco
corado. Um sémen canino de qualidade deve ter no minimo um percentual de 80% de
espermatozoides normais (JOHNSTON, 2001 apud SANTOS et al., 2016). De acordo
com a CBRA (2013), o sémen fresco e criopreservado deve apresentar a porcentagem
minima de 70% de células normais.

Os defeitos espermaticos sdo classificados em primarios e secundarios, 0s
primarios sdo relacionados a espermatogénese, como formas de cabeca anémalas,
estruturas duplicadas e gota citoplasmatica proximal, j& os secundarios estdo relacionados
a manipulacdo (iatrogénica) e maturacdo, como por exemplo cabeca destacada, cauda
enrolada e gota citoplasmatica distal (KRUSTRITZ, 2010 apud SANTOS et al., 2016).
Causas iatrogénicas incluem choque térmico e irregularidades em osmolaridade e pH, alto
namero de defeitos em calda e peca intermediéria em sémen com motilidade normal pode
ser suspeita de causa iatrogénica (JOHNSON, 2006 apud SANTOS et al., 2016).

As anormalidades devem ser separadas quanto a localizacdo, sendo em cabeca,
peca intermediaria e cauda (JOHNSON, 2006 apud SANTOS et al., 2016).

Quanto ao pH da fracdo prostatica do sémen canino, pode variar de 6,3 e 6,7
(JOHNSTON et al., 2001 apud SANTOS et al., 2016.).

Outros testes que também podem ser utilizados para a avaliacdo seminal canina
sdo, o teste hiposmotico, integridade de cromatica espermatica, integridade de acrossomo
e capacitacdo espermatica.

Exames de imagem, biopsia, exames microbiologicos, dosagens de fosfatase
alcalina no plasma seminal, dosagens hormonais e cariotipagem, Sd0 exames
complementares que podem auxiliar no diagnostico.

A partir dos resultados de todo exame androlégico um laudo pode ser emitido e
também um diagndstico caso haja alguma patologia. O reprodutor pode ser classificado

em apto, questionavel ou inapto a reproducdo (CBRA, 2013).
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4.4 Resfriamento do sémen canino

Existem dois meios de transportar o sémen, através da criopreservacao, onde 0s
espermatozoides podem ser utilizados por tempo indeterminado e o resfriamento, o qual
deve ser utilizado o mais rapido possivel para a inseminagcdo (ENGLAND E PONZIO,
1996).

A criopreservacgao do sémen canino ganhou popularidade devido ao aumento por
demanda de transporte de material genético entre cidades, estados e paises. O transporte
do sémen reduz o estresse aos animais durante o coito e transporte, diminui os riscos de
doencas e também os custos de envio (ENGLAND E PONZIO, 1996).

A primeira pessoa a relatar o sucesso do resfriamento do sémen canino foi
Rowson, enquanto Seager relatou a primeira gestacdo fruto de inseminacdo artificial (1A).
Apds essas descobertas surgiram varios estudos com métodos de resfriamento do material
genético canino (ENGLAND E PONZIO, 1996).

As vantagens do método de resfriamento sdo que, quando reaquecido, 0 sémen
parece sofrer menos danificacdo do que no método de congelamento. No método de
inseminacdo, as taxas de prenhez parecem ser maiores para o sémen resfriado que do
descongelado (ENGLAND E PONZIO, 1996).

A desvantagem do método de resfriamento é que durante o periodo de
armazenamento do sémen, a qualidade cai gradativamente, 0 que ndo acontece com o
método de congelamento, entdo pode-se dizer que em determinado tempo a qualidade do
sémen resfriado é a mesma do sémen congelado e depois desse tempo a qualidade do
sémen resfriado € menor que a do congelado (ENGLAND E PONZIO, 1996).

Os métodos de resfriamento de sémen canino envolvem salas resfriadas, garrafas
térmicas, refrigeradores comerciais, recipientes térmicos e caixas isotérmicas de
poliestireno expandido. As caixas de isopor com gelo séo alternativas baratas e viaveis
para o resfriamento do sémen canino, porem, sdo utilizagdes empiricas e estudos
envolvendo o tempo méximo de refrigeracdo que o sémen pode ser submetido sem perder
a viabilidade para a IA, ainda ndo foram bem estabelecidos. O tempo de longevidade do
sémen resfriado em caixas de isopor quando conhecido permite uma melhor programacéo
confiavel para o envio das amostras (NASCIMENTO, 2007).

A BotuFLEX® é uma caixa feita com isopor utilizada comercialmente para o
transporte de sémen canino, € utilizada para realizacdo de curvas adequadas de

refrigeracdo, podendo ser na temperatura de 15°C, quando se utiliza apenas um gelo
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comercial e a 5°C, quando se utiliza dois gelos comerciais. E considerado um método de
baixo custo (BOTUPHARMA, 2022).

De acordo com o fabricante, mesmo em condi¢fes adversas, as temperaturas
externas como por exemplo dos transportes aéreos, motoboys e rodoviarios, intervém
pouco na temperatura da caixa devido a sua densidade e vedacéo, permitindo que 0 sémen
chegue ao destino final na temperatura adequada (BOTUPHARMA, 2022).

Com apenas um gelo, a curva de refrigeracdo cai de 30°C para 15°C em 5 horas,
apos as proximas 12 horas a temperatura se mantém em 15°C. Com dois gelo,s a
temperatura cai de 27,5°C para 5°C em 5 horas, permanece & 5°C por 46 horas e a partir
de 46h comeca a subir (BOTUPHARMA, 2022).

As instrucdes de uso da BotuFLEX® envolvem: A caixa deve ser montada apenas
no momento da utilizacdo; Nao se deve introduzir novas amostras quando ja tiver
amostras sendo resfriadas; Os gelos devem estar congelados a -20°C por no minimo 24
horas antes do uso; O volume deve variar entre 150-200 mL para envio, caso seja
necessario, preencher o resto do volume com um frasco com agua para completar os 150-
200 mL,; Para transportar até 12h usar apenas um gelo, para transportar a cima de 12h
usar dois gelos; Utilizando o diluidor BotuSEMEN® gera melhores resultados; Com o
diluidor BotuTURBO® deve-se utilizar a curva a 5°C; Nunca abrir a BotuFLEX® antes
do destino final (BOTUPHARMA, 2022).

4.5 Diluentes

Os diluidores s@o substancias adicionadas ao sémen para ajudar em sua
preservacdo durante o processo de resfriamento, congelacdo e descongelacdo, evitando
danos aos espermatozoides caninos e prolongando sua longevidade (RODRIGUES,
1997).

O diluente ideal deve conter nutrientes para 0s espermatozoides, servir como
tampdo ajustando as alteracbes de pH, promover concentracdo de eletrdlitos e pressao
osmotica dentro do padrdo, promover as células contra choque térmico durante o
resfriamento e conter crioprotetores que protejam as células de danos no processo de
criopreservacao e descongelamento.

O metabolismo da célula espermatica produz ions H*, sendo necessario portanto

substadncias que removam esses ions para evitar a acidificacio do meio e
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consequentemente a diminuicdo da longevidade e capacidade fertilizante dos
espermatozoides (RODRIGUES, 1997).

O TRIS é amplamente utilizado, € uma substancia solivel em &gua e possui
atividade tamponante, atuando como tampéo i6nico bipolar em pH entre 7 e 9 (MC
PHAIL E GOODMAN, 1984), atua na preservacao da energia do espermatozoide através
da reducdo do metabolismo da frutose (RODRIGUES, 1997). Para o preparo do TRIS é
necessaria uma fonte de substrato energético fazendo a adi¢cdo de um agtcar (ENGLAND,
1993).

O écido citrico (acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico - CeHgO7) € utilizado
na composic¢ao do TRIS, é encontrado em frutos citricos, sendo um &cido inorgénico fraco
que existe de forma anidra ou monohidratada (SILVA et al., 2002). Provavelmente seu
mecanismo de atuacdo seja como antioxidante e na ajuda da manutencdo do pH e na
respiracdo da célula, quando em temperatura ambiente se encontra em po cristalino
branco (SILVA, 2005).

Os diluentes a base de dgua de coco séo alternativas viaveis devido ao baixo custo,
porém tem como desvantagens o fato de ndo ser possivel armazenar a 4gua por muito
tempo devido a sua baixa longevidade, além da maioria dos frutos ndo ter as
caracteristicas necessarias para a fabricacdo do diluente, apresentando quantidades
diferentes dos componentes, podendo prejudicar sua acdo conservativa. Esses diluentes
apresentam excelentes resultados apos a descongelacdo do sémen (SILVA et al., 2000;
CARDOSO et al., 2003).

Uma alternativa as desvantagens apresentadas pelos frutos é a agua de coco em
p6 (ACP®), que possui 0s mesmos constituintes da forma in natura, porém conservada
com eficacia e padronizada, facilitando a utilizacdo (CARDOSO et al., 2005).

A gema de ovo de galinha é uma alternativa para adicdo aos diluentes devido a
sua acdo protetora da membrana plasmatica e restauracdo de fosfolipidios perdidos
durante o processo de congelamento onde é gerado o choque térmico (HAMMERSTEDT
et al., 1990). Acredita-se que o mecanismo protetor e de restauracdo seja conferida a
presenca de uma lipoproteina, a fosfatidilcolina que interage com a estrutura lipidica da
membrana plasmatica do espermatozoide e geram protecdo ao choque térmico
(BOUCHARD et al., 1990).

As desvantagens da gema do ovo estdo na possibilidade de contaminagéo por ser
um produto orgénico, além de promover facilidade de oxidagdo das células espermaéticas,

com possibilidade de peroxidacdo em lipidios insaturados (SILVA et al., 2002;
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RODRIGUES, 1997). Como alternativa as desvantagens da gema do ovo ha os analogos
de hidroxitolueno butilado (BHT), lipideos sintéticos que possuem agdo protetora a
membrana plasmaética ao choque térmico (FARSTAD, 1996).

De acordo com FOULKES (1977), a fracdo de baixa densidade da gema do ovo,
principalmente as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), aparentemente sdo as
responsaveis pela protecdo celular. Além de ser protetora, a gema do ovo contem
proteinas importantes para a composi¢do do diluente (SANTOS, 2004).

Outras substancias utilizadas no processo de criopreservacdo sdo 0S
crioprotetores. Os crioprotetores sdo classificados em dois tipos, intracelulares, que
penetram dentro da célula e extracelulares, que permanecem fora da célula. Como
exemplo de crioprotetores intracelulares tem-se o glicerol, etileno-glicol, metanol e
dimetilsulfoxido (DMSO) e como exemplo de crioprotetores que permanecem no meio
extracelular tem-se os agucares e proteinas. Os crioprotetores melhoram a sobrevivéncia
durante a congelacdo e na descongelacéo dos espermatozoides (ENGLAND, 1993).

Durante o processo de coleta do sémen o material fica propenso a contaminacéo
pelas sujidades do trato reprodutivo (uretra, pénis e prepucio) e do ambiente externo.
Devido a esses fatores pode ser feita a assepsia e higiene de pénis e prepucio antes da
manipula¢do, além do uso de luvas pelo manipulador para diminuir os riscos.

As bactérias sdo prejudiciais a fertilidades dos espermatozoides devido as toxinas
produzidas, a prdpria presenca das bactérias, por degradacdo dos componentes do meio
ou utilizacdo de substratos metabdlicos. Para evitar os riscos de contaminacdo tanto do
sémen quanto da cadela que serd inseminada, a alternativa é adicionar aos diluentes 0s
antimicrobianos (WATSON, 1990).

Outros diluentes amplamente utilizados sdo a base de leite desnatado, onde as
lipoproteinas do leite interagem com a estrutura lipidica da membrana plasmatica das
células espermaéticas gerando protecdo (BOUCHARD et al., 1990)

Os diluentes comerciais sdo alternativas vidveis para criadores e médicos
veterinario, entre eles o BotuDogTurbo® da marca Botupharma cuja composicdo é
desconhecida (BOTUPHARMA).

4.6 Fila Brasileiro

Os cées Fila Brasileiro séo caes descendentes de cées trazidos pelos colonizadores

para guarda e auxilio na captura de escravos, neste periodo ndo havia animais domésticos
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em territdrio brasileiro. Ha vérias teorias da origem dos filas, porém nédo sdo comprovadas
(VALLE & MONTE, 1981).

O Dr. Paulo Santos Cruz estudioso da raga descreve trés teorias. A primeira onde
araca se deriva de uma mistura entre Old English Mastiff e o Perdigueiro, a segunda seria
uma raca trazida pelos portugueses e alterada pelo ambiente e a terceira a origem da raca
seria pelo caldeamento do Mastiff, com Bloodhound e o Buldogue Ingles (VALLE &
MONTE, 1981).

H& mais de trés décadas sdo utilizados para 0 manejo do gado e a guarda das
propriedades devido a sua valentia, temperamento forte e robustez. O nome fila vem do
fato de obedecerem cegamente a seus donos. O “Brasil Kennel Clube” reconheceu a raga
em 1946, sendo a primeira raca brasileira de grande porte reconhecida (VALLE &
MONTE, 1981).

A raca Fila Brasileiro tem como aparéncia geral uma poderosa ossatura, figura
compacta, retangular, harmoniosa e proporcional. Junto a massa muscular robusta ha
grande agilidade, concentrada e perceptivel. E uma raca molossoide e os machos devem
diferenciar-se das fémeas de maneira nitida devido ao pronunciamento da feminilidade
das fémeas (FCI, 2016).

Quanto ao temperamento e comportamento, € de comportamento sereno, corajoso,
determinado e valente, com autoconfianca e seguranca propria, esta sempre atento a
ambientes e ruidos estranhos. Com seus donos mostra-se docil, fiel, obediente e tolerante
com criangas, porém possui aversdo a estranhos e o manejo deve ser controlado
principalmente em pistas de exposicdo. E muito fiel a guarda da propriedade e é dedicado
em trabalhos como caca a animais de grande porte e serem lideres de gado.

Sua expressdo quando esta atento é de determinacdo com olhar firme e penetrante,

porém em repouso mostra-se calmo e com expressao segura (FCI, 2016).
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5 METODOLOGIA

5.1 Avaliacao dos Animais

Trés machos, da raca Fila Brasileiro do canil particular Guaraciara, localizado no
municipio de Raposa — MA e trés cdes machos do canil particular Oleiro localizado no
municipio de S&o José de Ribamar — MA, foram submetidos a um exame androldgico
através da anamnese, exame fisico geral e especifico, avaliagdo do comportamento sexual
e espermograma.

Os animais ndo tiveram alteracdes nas avaliaces e foram considerados saudaveis
e aptos a reproducao.

Todos os animais possuiam pedigree da raca Fila Brasileiro.

Quanto a alimentacéo, os cées do canil Guaraciara se alimentavam de mistura de
racOes diversas e frango, uma vez ao dia. Os cées do canil do Oleiro se alimentavam de
racao super premium e carne, uma vez ao dia. Todos os animais tinham agua disponivel.

Todos os machos examinados ja tiveram pelo ao menos uma ninhada, eram
utilizados para reproducao e melhoramento genético com objetivo de melhorar a raca
quanto aos padrdes fisicos e comportamentais, para exposi¢des e venda. Cruzavam com
fémeas do préprio canil e fémeas de outros canis e ndo havia uma linha de cruzamento
guanto ao melhoramento genético, havendo a presenca de consanguinidade. O canil
Guaraciara utilizava monta natural e inseminacao artificial para a reproducéo, ja o canil
do Oleiro sé utilizava monta natural.

O ambiente em que viviam era fresco, espacoso e frequentemente limpo. Os cées
de ambos os canis viviam em canis individuais ou com a presenca uma fémea, eram soltos

uma vez ao dia para passeio individual para evitar brigas.

5.2 Coleta do sémen

Os animais foram submetidos a uma coleta do sémen por método de manipulagao
digital do bulbo peniano (figura 1), utilizando somente a fragdo espermaética para o
experimento. A coleta foi feita com os animais sobre pisos antiderrapantes e na presenca
de uma fémea no cio. O material foi coletado em um funil de plastico acoplado a um tubo

Falcon de 15mL, posteriormente foi colocado em banho maria na temperatura de 37°C.
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Figura 1. Coleta de sémen de céo Fila Brasileiro através do método de
manipulacdo digital do bulbo do pénis com auxilio de funil e tubo Falcon de 15mL.

5.3 Avaliacao seminal

A analise do sémen foi feita por meio do exame macroscépico avaliando a
coloracdo, aspecto, odor e volume e exames microscopicos constituidos por motilidade

progressiva, vigor, concentracdo e morfologia.

5.3.1 Andlises de Motilidade e Vigor

A motilidade progressiva € o numero de espermatozoides moveis e o vigor é a
qualidade do movimento dos espermatozoides moveis, ambos foram avaliados por meio
do microscopio éptico por método subjetivo, sendo a motilidade ideal para espécie de
80%-90% (SILVA et al., 2002) e o parametro minimo do vigor 3, em uma escala de 1-5
(CBRA, 2013). 10uL de sémen foi colocado entre uma lamina e uma laminula pré-

aquecidas a 37°C, imediatamente apés a coleta.

5.3.2 Andlises de Concentracgéo e Morfologia

Como método de preservacao da integridade dos espermatozoides, 10uL de sémen
foram diluidos em 190uL de formol salina para a realizacéo das analises de morfologia e
concentracéo (CBRA, 2013).

A concentracdo espermética € o numero de espermatozoides por mililitro de

sémen e foi avaliada por meio da contagem de células realizada ao microscopio optico
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com auxilio da cdmara de Neubauer (figura 2), para a espécie varia de 247 + 9,9 10°
espermatozoides por mL (SILVA et al., 2002). A diluicdo do sémen com formol salina
na quantidade de 10uL foi colocada entre uma laminula e a cAmara de Neubauer e ap6s
5min foi feita a contagem das células (CBRA, 2013).

Para a avaliacdo da morfologia foi utilizado o método de microscopia éptica por
meio do esfregago corado com Panético® rapido. O esfregaco foi realizado com 10uL da
diluicdo de sémen com formol salina em lamina fosca, apds 5min de secagem as laminas
foram coradas e colocadas 1min em pandtico rapido 1, 1min em pandtico rapido 2 e 1m
em pandtico rapido 3, posteriormente as laminas foram secas em temperatura ambiente.

Apos coradas as células foram avaliadas em um microscépio com aumento de 40X
sob 6leo de imerséo, contando e avaliando 200 células, classificando-as como normais,
com defeitos maiores ou defeitos menores (BLOM, 1973). De acordo com a CBRA
(2013), tanto sémen fresco quanto congelado deve apresentar no minimo 70% de células

normais.

Figura 2. Camara de Neubauer com espermatozoides sob microscopia 6ptica
com aumento de 40X, para avaliacdo da concentracdo espermatica de cées Fila
Brasileiro.

5.4 Diluicao e resfriamento do Sémen

O sémen dentro do padrdo da espécie foi diluido em diluidor comercial
BotuDogTurbo® sendo a diluicdo de 1:1 ou 2:1. O diluidor foi pre-aquecido em banho-
maria em temperatura de 37,5°C.

Ap0s a diluicdo as amostras foram colocadas em um tubo Falcon, identificadas e
colocadas em uma caixa térmica de transporte BotuFLEX®.

A0 mesmo tempo que o tubo Falcon, foram colocadas duas barras de gelo e um

saco plastico com a quantidade de 4gua para completar o volume 100mL dentro da caixa,
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comecando uma curva de resfriamento com o objetivo de alcancar a temperatura de 5°C
(figura 3). As barras de gelo inseridas foram congeladas 24h antes de serem colocadas na
caixa. O célculo da agua utilizada foi atraves da formula: [100mL-Volume de sémen

(mb)].

Figura 3. Sémen diluido com diluidor BotuDogTurbo®; Caixa BotuFLEX® com 2
barras de gelo e saco plastico com agua. Utensilios para resfriamento de sémen a 5°C,
de acordo com o0 manual da BOTUPHARMA (2022).

5.5 Analises do sémen resfriado

O sémen entdo passou pela analise de motilidade, vigor e morfologia 24h, 36h e
48h ap0s a refrigeracdo por meio dos mesmos metodos utilizados no sémen fresco. A
avaliacdo da concentracdo foi feita somente em sémen fresco.

As anélises apos o resfriamento foram feitas do mesmo ejaculado através da
abertura da caixa nos tempos determinados.

24h, 36h e 48h apds o inicio do resfriamento foram retirados 20uL dos tubos
Falcon e colocados em ependorfs individuais e identificados. Os ependorfs foram
colocados em banho-maria na temperatura de 37,5 °C para a reativacdo das células
espermaticas, simulando a temperatura do trato reprodutivo da fémea.

Apbs esse periodo de tempo foram analisados vigor e motilidade de forma
imediata. Para a avaliacdo de morfologia, 10uL de sémen do ependorf ap6s os 5min de

banho maria foram colocados em 190puL de formol salina.
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5.6 Comité de Etica

O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Estadual
do Maranhdo — UEMA de acordo com o protocolo 54-2021.

5.7 Anélises Estatisticas
Os dados foram analisados utilizando-se 0 pacote estatistico SAS (1997), para a
obtencdo de média e erros padrdes dos parametros avaliados (concentracdo, vigor,

motilidade, morfologia espermatica). Foi utilizado o teste ndo paramétrico Wilcoxon,
com probabilidade de 5%.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O exame fisico geral e especifico do sistema reprodutor ndo indicou nenhuma
anormalidade, os animais estavam hidratados, mucosas normocoradas, temperatura,
frequéncia cardiaca e respiratoria dentro das normalidades.

Os animais foram classificados em 2 grupos, cdes com menos 1,5 anos de idade
(3 cées) e cdes com 3,5 anos de idade ou mais que 3,5 anos de idade (3 cées).

Quanto ao exame macroscépico do sémen, todos 0s animais apresentaram cor
branca opalescente e odor sui generis dentro dos padrdes da CBRA (2013), como mostra

a figura 4.

Figura 4. Sémen de coloracdo branco opalescente, de cdo Fila Brasileiro, em
tubo Falcon de 15 mL, imediatamente apds a coleta.

Todos os machos do estudo responderam ao estimulo de manipulacdo digital e
mostraram libido na presenca de cadelas no cio.

O comportamento sexual junto a libido ndo tem correlacdo com a qualidade
espermatica, porém a deficiéncia de libido de touros mostrou comprometer a eficiéncia
reprodutiva (CHENOWETH, 1980).

A libido dos machos em geral é um fator genético e limitante de acordo com a
raca e idade, animais jovens podem demorar a expressarem interesse pela fémea (BANE,
1954; OSBORNE et al., 1971). Pouco se sabe sobre a idade que 0s cdes comecam a
demonstrar interesse pelas fémeas.

NOGUEIRA (2018) relata a avaliagdo da libido de machos da raga Australian
Cattle Dog e mostrou que todos os cées apresentaram libido em baixa ou alta intensidade
e demonstraram comportamentos sexuais variados de acordo com as influéncias do

ambiente.
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A tabela 1 mostra as analises de volume, motilidade, vigor e concentracdo do

sémen logo apds a coleta.

Tabela 1. Anélises do volume, motilidade, vigor e concentracdo do sémen
imediatamente apos a coleta (fresco) de cées Fila Brasileiro.

Sémen Fresco

Volume Motilidade Vigor Concentracéao
(ml) (%0) (1-5) (Sptz/mL)
Cées<1,5
anos 3,75+0,25% 86,66 +10,40% 4,00+0® 182.10° + 45033,32°
Cées>3,5

anos 2,50+0,86% 75,00+5,00% 3,00+0° 315666,67 + 346779,952

Legenda: As Ietr:as agh mostram as diferencas estatisticas. Houve diferenca estatistica significativa entre
0S grupos no parametro vigor.

Os parametros de motilidade e vigor foram avaliados juntos.

O unico parametro com diferencas estatisticas significativas entre os grupos foi o
vigor. Apesar de haver diferencas estatisticas, o vigor de ambos os grupos estava dentro
das normalidades para um sémen viavel, de acordo com a CBRA (2013).

No trabalho de SILVA (2012a), 6 cdes fila brasileiro com média de 2,5 anos
apresentaram a média de vigor 5 na escala 0-5, o que ndo corrobora com o presente estudo,
porém a escala utilizada no presente estudo foi de 1-5 (CBRA, 2013). De acordo com a
CBRA (2013), o vigor minimo que deve ser obtido pela espécie €é 3.

O parametro motilidade do sémen fresco também corrobora com o trabalho de
SILVA (2012a), onde a média e desvio padrdo foram 85,8 + 3,7 %. O autor destaca as
diferencas estatisticas significativas entre a motilidade, vigor e morfologia entre sémen
fresco e descongelado.

A motilidade é um dos parametros utilizados para avaliacdo de fertilizacdo dos
espermatozoides, por mais que essa correlacdo ndo esteja totalmente esclarecida
(SOUZA, 2003).

O volume de sémen obtido da fracdo espermética corrobora com o trabalho de
SILVA (2012), que apresentou média e desvio padrdo de 2,2 + 1,3 mL.

De acordo com SILVA e LUZ, (2019) a concentragdo do sémen canino é de
aproximadamente 200 milhGes de espermatozoides por mL. De acordo com SILVA et al.
(2002), a quantidade minima de espermatozoides para caes é de 247 + 9,9 106 por mL. Os

resultados obtidos estdo de acordo com 0s autores.
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Apesar de muitos cées atingirem a puberdade precocemente (menos de 1 ano), a
concentracdo seminal baixa é comum nesses casos e pode ser considerada normal.

A CBRA (2013) recomenda o método de contagem por cm?® ou mm?na cdmara de
Neubauer e ndo de espermatozoides por mL como no presente estudo.

Todo os parametros avaliados em sémen fresco estdo de acordo com o padrao da
espécie (CBRA, 2013; SILVA et al., 2002).

A tabela 2, mostra as analises de motilidade e concentracdo 24h, 36h e 48h apds
o0 inicio do resfriamento, ndo houveram diferencas estatisticas significativas entre os

grupos em nenhum dos parametros analisados, nos tempos analisados.

Tabela 2. Analises de motilidade e concentracdo 24h, 36h e 48h ap6s o inicio do
resfriamento do sémen de cédes raca Fila Brasileiro, diluido em BotuDogTurbo® e
resfriado em caixas BotuFLEX®.

24h 36h 48h
Mot. (%) Vigor (1-5) Mot. (%) Vigor (1-5) Mot.(%) Vigor(1-5)
Cées<1,5
anos 70,00+ 20,00 3,00+1,00 56,66+1527 2,66+057 40,00+20,00 1,66=*1115
Cées>3,5
anos 56,66 +5,77 266+057 5333+1154 266+057 36,66+1154 1,66+0,57

Legenda: Mot. (motilidade).

A tabela 2 também mostra a queda de motilidade e vigor ao decorrer do tempo de
resfriamento.

A queda de motilidade e vigor corrobora com o trabalho de ROCHA (2011), que
avaliou sémen de cées durante o resfriamento e observou queda de vigor e motilidade ao
decorrer do tempo.

NASCIMENTO (2007) através do estudo do resfriamento de sémen de cdes da
raca American Pit Bull Terrier com 2 diferentes diluidores, mostra que a motilidade do
sémen foi conservada em meio Tris até 30h de resfriamento e no meio UHT, até 24h do
resfriamento. Apds esses periodos de tempo, o sémen tornou-se inviavel para
inseminacéo.

O sémen canino fresco de qualidade aceitavel deve apresentar > 70% de
motilidade e o s€émen canino congelado de qualidade aceitdvel deve ter > 50 % de
motilidade (CBRA, 2013).

Considerando o parametro de motilidade do CBRA (2013) para sémen fresco, no
presente trabalho o sémen viavel para a inseminagéo foi de cdes com menos de 1,5 anos

até 24h de resfriamento. Considerando o padrdo do CBRA (2013) para sémen congelado,
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0S materiais genéticos de ambos os grupos ficaram viaveis até 24h de resfriamento,
considerando o desvio padréo.

O CBRA (2013) né&o preconiza padréo de motilidade para sémen canino resfriado,
porém como demonstrado em varios trabalhos, o resfriamento do sémen provoca queda
de qualidade do material, deixando o questionamento do padréo de motilidade do sémen
resfriado de cdes, ndo devendo ser comparado com sémen fresco.

De acordo com a BOTUPHARMA (2022), a curva de resfriamento do sémen na
BotuFLEX® atinge 5°C apo6s 4h de resfriamento e permanece até 46h, momento em que
a temperatura comeca a subir. Portanto, considerando o manual da BOTUPHARMA
(2022), mesmo a temperatura ndo variando durante esse periodo, ha queda na qualidade
do sémen.

O método utilizado para avaliar a motilidade é um método subjetivo. A avaliacédo
subjetiva é usada tradicionalmente através da motilidade em massa e individual, porém
existe uma variacdo de 30 a 60% na estimativa desse método devido a limitagdo humana
em quantificar as subpopulagdes da amostra (AMANN e HAMMERSTEDT, 1980).
Existe outro método de avaliacdo do mesmo parametro, o0 método Computer Analisys
System (CASA).

O CASA ¢é um método objetivo, computadorizado, de alta precisdo e confianga,
que analisa todos movimentos espermaticos individualmente e em massa,
correlacionando com o potencial de fertilizacdo do odcito. O programa pode gerar
resultados mais fidedignos de motilidade que o método utilizado no estudo (COX et al.,
2006).

TSUTSUI (2002), mostrou diferencas estatisticas significativas entre o sémen de
cdes com diluidor de gema de ovo com Tris citrato de frutose e sémen de cdes com
diluidor de gema de ovo com citrato-glicina-glicose, na queda de qualidade do sémen
resfriado a 4°C, durante 12 dias. O sémen com diluidor de gema de ovo com citrato-
glicina-glicose perdeu a qualidade mais rapido que o sémen com o outro diluidor.

Os diluidores sdo essenciais para manter a viabilidade do sémen quando resfriado,
pois 0s espermatozoides perdem rapidamente sua capacidade de fertilizacdo quando
mantidos em plasma seminal. Existem diversas composi¢Ges de diluidores para sémen
canino (ROMAGNOLI, 2002). O diluidor utilizado foi um diluidor comercial, portanto
n&o se sabe a sua composicao.

De acordo com ROMAGNOLI (2002), o sémen diluido deve ter uma propor¢édo

de 1:3 ou de 1:5 de acordo com a sua composicdo. O presente trabalho utilizou a
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proporcdo 1:1 e 2:1 descrita nas indicacbes de uso do diluidor comercial
BotuDogTurbo®.

A morfologia do sémen fresco esta descrita na tabela 3, ndo houveram diferengas
significativas entre os grupos. De acordo com o CBRA (2013), o sémen deve ter no
minimo 70% de células normais, sendo, portanto, apenas 30% de defeitos totais. O sémen

fresco de ambos os grupos apresentou menos de 30% de defeitos totais.

Tabela 3. Morfologia do sémen imediatamente ap0s a coleta (fresco) de cées da
raca Fila Brasileiro: defeitos totais, defeitos menores e defeitos maiores dos
espermatozoides.

Morfologia do sémen fresco

Def. Totais Def.
(%) Def. Maiores (%)  Menores (%)
Cées<1,5
anos 10,00+ 1,73 7,66 £1,60 2,33+£0,28
Cées>3,5
anos 17,83 + 6,44 18,83 £ 3,05 7,00 £ 3,90

Legenda: Def. Totais (defeitos totais); Def. Maiores (defeitos maiores); Def. Menores (defeitos menores).

A morfologia espermatica é o estudo da anatomia do gameta masculino. A
morfologia é um fator indispensavel na avaliacdo androlégica pois esta intimamente
ligada a fertilidade dos cdes. Alteracbes morfoldgicas estdo correlacionadas com
diminuicdo de motilidade e consequentemente incapacidade do espermatozoide em
atingir o odcito, gerando infertilidade (OETTLE, 1993; KRUSTRITZ, 2010).

Levando em consideracdo todos os parametros avaliados para o sémen fresco,
todos os animais estéo aptos a reproducdo e o sémen estava adequado para o resfriamento.

A tabela 4 mostra a morfologia do sémen 24h apds o resfriamento, ndo houveram
diferencas significativas entre os dois grupos.

Os presentes resultados de defeitos totais de grupo de cdes com 3,5 ou mais nédo

corroboram com a CBRA (2013), pois ha mais que 30%.
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Tabela 4. Morfologia do sémen diluido em BotuDogTurbo® de cées da racga Fila
Brasileiro, 24h ap6s o comego do resfriamento, em caixas de isopor BotuFLEX®:
defeitos totais, defeitos menores e defeitos maiores dos espermatozoides.

Morfologia do sémen 24h

Def. Totais Def. Maiores Def.
(%) (%) Menores (%)
Cées<1,5
anos 2550+5,76 12,16+583 13,33+0,76
Céaes>3,5
anos 3050+444 8,16+550 22,33+8,94

Legenda: Def. Totais (defeitos totais); Def. Maiores (defeitos maiores); Def. Menores (defeitos menores).

BLOM (1973) criou uma classificacdo dos defeitos dos espermatozoides, defeitos
maiores e defeitos menores.

Os defeitos maiores séo indicativos de prejuizo de fertilidade ou com condicGes
de patologia de epididimo e testiculo, os defeitos menores sdo de menor importancia e
foram adquiridos por fatores extra testiculares (BLOM, 1973).

O aumento da temperatura testicular leve e por tempo curto pode justificar a
presenca de defeitos menores, a exposicdo prolongada a altas temperaturas outros tipos
de defeitos aparecem (ROBERTS, 1986).

Ter mais defeitos maiores do que menores e grandes quantidades de defeitos
totais pode ser indicativo de degeneracao testicular e problemas enddcrinos relacionados
ao estresse (aumento de cortisol) (BARTH e BOWMAN, 1994.).

O estresse dos animais € um fator importante a ser avaliado durante a coleta do
sémen e manejo diario, pois pode aumentar os niveis de cortisol e interferir em
motilidade, vigor, defeitos morfoldgicos maiores e defeitos morfoldgicos menores, como
demonstra o trabalho de SOBRINHO (2009), com cées da raga rottweiler.

N&o h& no manual da CBRA (2013) a porcentagem maxima de defeitos maiores e
menores para um reprodutor, porém sabe-se que a grande quantidade de defeitos maiores
pode indicar prejuizos de fertilidade (BLOM, 1972).

Levando em consideracdo a maior proporcao de defeitos menores do que maiores
no grupo de caes > 3,5 anos, pode-se concluir que as alteracdes foram extras testiculares
e podem estar relacionadas a erros de esfregaco e choque térmico.

Como mostra a tabela 5, ndo houveram diferencas estatisticas significativas entre
0s grupos no pardmetro morfologia do sémen, 36h ap6s o comeco do resfriamento. O

percentual de defeitos totais foi menor que 30%, corroborando com a CBRA (2013).
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Tabela 5. Morfologia do sémen diluido em BotuDogTurbo® de cées da raca Fila
Brasileiro, 36h ap6s o comego do resfriamento, em caixas de isopor BotuFLEX®:
defeitos totais, defeitos menores e defeitos maiores dos espermatozoides.

Morfologia do sémen 36h
Def. Totais Def. Maiores Def. Menores

(%) (%) (%)
Cées<15
anos 18,83 +10,27 850+3,04 10,33+7,52
Caes>3,5
anos 1750+10,82 5,16 +3,32 12,33+8,73

Legenda: Def. Totais (defeitos totais); Def. Maiores (defeitos maiores); Def. Menores (defeitos menores).

A tabela 6 mostra a morfologia do sémen 48h apds o comeco do resfriamento, ndo
houveram diferencas estatisticas significativas.

De acordo com NASCIMENTO (2007), na anéalise de morfologia do sémen de
caes, 12h, 18h 24h, 30h e 36h apds o resfriamento, em nenhum desses periodos de tempo,
os defeitos totais foram de mais de 30%. Os defeitos secundarios estiveram em maior

quantidade.

Tabela 6. Morfologia do sémen diluido em BotuDogTurbo® de cdes da raca Fila
Brasileiro, 48h ap6s o comeco do resfriamento, em caixas de isopor BotuFLEX®:
defeitos totais, defeitos menores e defeitos maiores dos espermatozoides.

Morfologia do sémen 48h
Def.
Def. Totais Def. Maiores Menores

Cées<1,5
anos 29,16 £17,67 13,16 £15,01 16,00+ 2,78
Cées>3,5
anos 2050+1515 450+264 16,00+17,03
Legenda: Def. Totais (defeitos totais); Def. Maiores (defeitos maiores); Def. Menores (defeitos menores).

SILVA et al., (2009) destacou a diferenca entre volume, vigor e concentracao de
sémen de touros de diferentes idades apos o congelamento.

A maturidade sexual dos reprodutores € 0 momento em que atinge o potencial
satisfatorio de fertilidade, um macho sexualmente maduro possui espermograma dentro
do padréo, além de demonstrar interesse em monta natural. E avaliada principalmente
através de exame de concentracdo e morfologia, sendo que animais muito jovens
apresentam maiores quantidades de defeitos espermaticos que animais maduros
sexualmente (BRITO et al, 2004).
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Pouco se sabe sobre as diferencas morfoldgicas entre sémen de cées de diferentes
idades, mas sabe-se que na maioria dos caes em puberdade, os primeiros ejaculados vém
com uma grande quantidade de defeitos devido maturidade incompleta do sistema
reprodutor e sistema endocrino (SILVA e LUZ, 2019). Ndo hd nenhum estudo
comparando andlises espermaticas entre grupos de cdes Fila Brasileiro de diferentes
idades.

No presente estudo, todos os parametros avaliados de cdes com menos 1,5 anos
de idade, considerados jovens, ndo mostraram diferencas significativas de cdes mais
velhos.

Os caes da raga Pastor Alemé&o tém “permissdo” para 0 acasalamento a partir de
18 meses, sendo os Unicos caes do Brasil. Para os outros cées ndo ha regulamentacdo de
idade minima para seu uso na reproducdo. A idade de puberdade dos cédes depende das
caracteristicas genéticas, nutricionais e menos relevante, ambientais. Cées padreadores
devem ter nutricdo diferenciada e desde 0s quatro meses estar na presenca de uma cadela
no cio para o estimulo sexual (SILVA e LUZ, 2019).

O uso de medicacbes como glicocorticoides, antifungicos e exames esteroides
provocam defeitos deletérios na formacdo de espermatozoides (SILVA e LUZ, 2019).

As caracteristicas seminais normais de um cdo podem variar com a raca, idade,
porte, atividade sexual, tamanho testicular (CBRA, 2013), sendo os padrbes de
caracteristicas seminais para ragas inexistentes.

Doencas e patologias do sistema reprodutor podem interferir na reproducdo dos
caes podendo levar o animal a oligosperma, teratozoospermia e azoospermia, por isso é
de extrema importancia o exame fisico de todo animal. Algumas causadas de alteracfes
seminais sdo, as neoplasias testiculares, orquite/epididimite, Leishmaniose Visceral
Canina, Brucelose, tor¢do testicular, entre outras (SILVA e LUZ, 2019).

Outros parametros podem ser utilizados para trazer resultados mais fidedignos do
potencial reprodutivo do sémen dos cées analisados, como ultrassonografia testicular e
prostatica, afericdo do didmetro testicular, teste de integridade de membrana plasmatica,

integridade de acrossomo e dosagens hormonais (CBRA, 2013).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O sémen fresco dos cdes Fila Brasileiro estava dentro dos padrfes da espécie de
acordo com a CBRA (2013), quanto aos parametros motilidade, vigor, concentracéo e
morfologia dos espermatozoides.

Através do exame androldgico foi possivel concluir que todos os animais eram
aptos a reproducéo.

N&o houveram diferencas estatisticas significativas nos parametros motilidade,
concentracdo, volume e morfologia do sémen entre 0s grupos de cdes com menos de 1,5
anos e caes com 3,5 anos ou mais, em todos os tempos. Houve diferencas estatisticas
significativas entre os grupos no parametro vigor do sémen fresco, porém os resultados
estavam dentro do padrdo da espécie de acordo com a CBRA (2013).

Houve maior quantidade de defeitos menores do que maiores na morfologia de
caes com 3,5 anos ou mais, ap6s 24h do inicio do resfriamento, tornando a quantidade
defeitos totais alta para a espécie. Fatores que podem ser explicados por erros na execucao

do esfregaco ou choque térmico das células espermaticas.

8. CONCLUSAO

O sémen de ambos os grupos perdeu a qualidade durante o decorrer do
resfriamento e 0 método de resfriamento em caixa de isopor BotuFLEX® mostrou-se
eficiente em até 24h apos o resfriamento.

S&o necessarios mais estudos sobre o resfriamento e andrologia de cdes Fila
Brasileiro para padronizar as caracteristicas androlégicas da raca e para ter conhecimento
sobre o tempo maximo que o sémen pode ser conservado por esse método, sem que perca

a viabilidade.
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