Ciéncia Animal, v.30, n.4, p.252-256, 2020. Supl. 2 (X CONERA)

CONSERVACAO DA CAPACIDADE LIGANTE DE ESPERMATOZOIDES
CANINOS REFRIGERADOS EM DILUENTE TRIS-GEMA

(Conservation of the binding ability of chilled canine sperm in Tris-egg yolk extender)

Thales Pinheiro CAVALCANTI'"; Ana Gloria PEREIRA?; Luana Grasiele Pereira
BEZERRA?; Samara Sandy Jeronimo MOREIRA?; Andreia Maria
da SILVAZ; Alexandre Rodrigues SILVA?

"Universidade de Fortaleza (UNIFOR), Av. Washington Soares, 1321. Edson Queiroz, Fortaleza/CE.
CEP: 60.811-905; *Laboratério de Conservagdo de Germoplasma Animal, Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA). *E mail: thalescavalcanti@edu.unifor.br

ABSTRACT

The aim was to evaluate the efficiency of the Tris-egg yolk extender in conserving the binding capability of canine
sperm chilled for up to 48 h. The semen of four dogs was collected by digital manipulation and evaluated. The
sperm fractions were diluted in Tris-egg yolk and stored at 4 °C. The sperm parameters of motility, vigor,
morphology and osmotic response were evaluated in fresh semen, immediately after dilution (Oh), at 24h and at
48h. The sperm binding test using the chicken egg's perivitelline membrane was performed on fresh and 48 h-
chilled samples. As a result, fresh semen showed motility of 99.2+0.8%, vigor 5+0,1 with 84.2+1.8%
morphologically normal sperm, 95.0£0.8% osmotic response and 302.3+27.0 membrane-bound sperm. After
refrigeration for 48 h, a significant reduction (p<<0.05) in the sperm parameters was observed however, values were
within the ideal range for the use of semen, such as 90.8£1.5% mobile sperm, with vigor 4.3+0.2, normal
morphology of 71.5+1.9%, osmotic response of 77.0+4.1%, and 205.5+27.7 bound sperm. In conclusion, the hen
egg perivitelline membrane binding test proved the efficiency of the Tris-egg yolk extender in conserving the
binding capability of canine sperm chilled for 48h.
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INTRODUCAO

Os caes, além de se tornarem membros da familia, desempenham fungdes de trabalho
de acordo com habilidades especificas preservadas ao longo de centenas de anos. Assim, um
grande numero de ragas surgiu, despertando interesse por parte dos criadores em aprimora-las
por meio do uso de técnicas de reproducao assistida (SILVA et al., 2019).

Dentre essas, destaca-se a inseminacao artificial com sémen refrigerado (Mota-FILHO
et al., 2007), que possibilita a difusdo do material genético, atravessando fronteiras, mantendo
a capacidade fecundante dos espermatozoides. Porém, a refrigeracdo pode prejudicar a célula
espermatica levando a perda de sua viabilidade (JOHNSTON et al., 2001), tendo como
consequéncia a reducdo de sua capacidade de interagdo com o ovdcito.

A avaliacao desses danos torna-se essencial para o estabelecimento de protocolos de
maior eficiéncia para a refrigeracdo de sémen canino. Neste sentido, o teste de ligagdao a
membrana perivitelina do ovo de galinha surge como alternativa para a avalia¢do funcional do
espermatozoide do cao (BRITO et al., 2017), conforme ja estabelecido em outras espécies
(CASTELO et al., 2015). Este teste se baseia na similaridade entre glicoproteinas da zona
pelicida dos ovoécitos mamiferos e as proteinas da referida membrana (TAKEUCHI et al.,
1999). Assim, ele permite uma estimativa do potencial de fertilidade de amostras espermaticas,
possibilitando a avaliagdo de protocolos de diluicao e conservagao de sémen (CASTELO et al.,
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2015). Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia do diluente Tris-
gema em conservar a capacidade ligante do espermatozoide canino durante a refrigera¢do por
até 48 h.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Utilizaram-se quatro caes machos adultos da raca Buldogue Francés, com idades de
3,5+0,7 anos, pesando em torno de 12kg. Os cdes foram oriundos de um canil particular
localizado em Mossord/RN, Brasil, sendo mantidos em baias, alimentados de racao comercial
e com livre acesso a agua. Para o experimento, os animais foram previamente selecionados por
meio de exame clinico e avaliagdo androlégica.

Coleta e avaliacao do sémen

Dois cdes foram coletados em duas ocasides, enquanto os demais em apenas uma,
totalizando seis ejaculados. Os animais foram coletados por manipulacao digital peniana, sendo
o ejaculado separado em suas trés fracdes (JOHNSTON et al., 2001). A fragdo espermatica de
cada cdo foi avaliada quanto a sua coloragdao e volume. A concentracdo espermatica foi
determinada em camara de Neubauer. Procedeu-se a avaliacdo microscopica (x400) da
motilidade (%) e do vigor (0 — 5) espermadticos. Foram confeccionados esfregacos de s€émen
corados em Rosa Bengala para analise da morfologia, tendo sido contadas 200 células por
amostra sob microscopia (x1000) (Mota-Filho et al., 2007). Para avaliacdo da integridade
funcional de membrana espermadtica, observou-se a resposta osmdtica por meio do teste
hiposmotico, utilizando 4agua destilada (0 mOsm/L) a 38 °C por 30 minutos. Procedeu-se a
contagem de 200 células sob microscopia (x400) considerando-se com reposta funcional
aquelas que apresentavam encurvamento e edemaciacdo de cauda (QUINTELA et al., 2010).

Teste de ligacao espermatica

Foram utilizados ovos de galinha frescos e nao fertilizados, cujas membranas foram
obtidas mediante separacao da gema e do albimen. As membranas perivitelinas foram lavadas
em solugdo salina (NaCl, 0,9%), e submetidas a cortes de l1cm? Para cada amostra foram
destinadas duas membranas. Paralelamente, as amostras espermaticas foram diluidas em meio
de incubagdo (1:1) conforme descrito por Castelo et al. (2015), e centrifugadas a 700x g durante
10 minutos. O pellet foi re-diluido obtendo-se uma concentracio de 1 x10°
espermatozoides/mL. Cada membrana foi mantida em placas de quatro pogos contendo meio
de incubacao, em banho maria a 38,5 °C por 20min. Em seguida, foram lavadas em 100uL de
meio de incubagao, para a remocao de espermatozoides frouxamente ligados, € entao incubadas
por mais 15min com Hoechst 33358 (10pg/mL). Por fim, as membranas foram estiradas em
lamina com laminula e avaliadas em microscopia de epifluorescéncia (x400 — Episcopic
Fluorescent attachment “EFA” Halogen Lamp Set. Leica. Kista. Suécia) quanto ao nimero de
espermatozoides ligados em seis diferentes campos (CASTELO et al., 2015).
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Processamento do sémen

Apos a coleta, as fragdes espermaticas foram diluidas em uma solugdo constituida por
3,028g de Tris-hidroximetil-aminometano, 1,78g de 4cido citrico mono-hidratado, e 1,25g de
frutose, diluidos em 100mL de 4gua destilada. O diluente foi acrescido de 20% de gema de ovo
(MOTA-FILHO et al., 2007) e 70ug/mL de gentamicina. As amostras foram armazenadas em
incubadora bioldgica a 4 °C. Os parametros espermaticos de motilidade, vigor, morfologia e
resposta osmotica foram avaliados conforme previamente descritos apds a diluigao (0 h), as 24
e as 48h. O teste de ligacdo a membrana perivitelina do ovo de galinha foi realizado nas
amostras a fresco e nas conservadas sob refrigeracao por 48h.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (EP) e analisados pelo
programa Statview 5.0 (SAS Institute Inc. Cary, NY, USA). O efeito do tempo de conservacao
sobre os parametros espermaticos foi verificado por ANOVA para medidas repetidas, exceto
para o vigor que foi avaliado pelo teste de Mann-Whitney a um intervalo de confianca de 5%
(p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As fragdes espermaticas apresentaram coloragdo branco-opalescente, volume de
1,4+0,3mL, com concentragao de 546,7+59,5 milhdes de espermatozoides/mL. Os parametros
espermaticos no sémen fresco (Tab. 01) dos caes utilizados no experimento estavam dentro da
normalidade descrita para a espécie (JOHNSTON et al., 2001). A diluigdo ndo provocou danos
aos espermatozoides, exceto na morfologia (Tab. 01). Apesar disso, os valores para morfologia
espermatica mantiveram-se dentro da faixa aceitavel (JOHNSTON et al., 2001) durante todo o
processo. Ja a motilidade, que ¢ o principal pardmetro avaliado em uma amostra de sémen
(DOMOSLAWSKA et al.,2019), manteve-se em valores aceitdveis durante as 48h, assim como
0 vigor e a resposta osmatica (Tab. 01).

Tabela 01: Valores médios (EP) dos pardmetros espermaticos no sémen canino fresco, diluido
(Oh) e refrigerado por 24 e 48h, utilizando o diluente Tris-gema (n=6).

Parametros A fresco Oh 24h 48h

Motilidade (%) 99,2+0,8* 96,3£1,6® 97,0+1,4%® 90,8+1,5°
Vigor (0 - 5) 5+0° 5+0° 4,8+0,12 4,340,2°
Morfologia (%) 84,2+1,8* 84,542 5° 81,5+2,0° 71,5+£1,9¢
Resposta osmotica (%) 95,0+0,8° 90,3+1,3% 83,7+1,8¢ 77,0+4,14

abed T etras mintisculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05).

A refrigeragdo promoveu redugdo significativa no nimero de espermatozoides ligados
(Fig. 01), sendo obtidos valores de 302,3+27,0 no sémen fresco e 205,5+27,7 no sémen
refrigerado por 48 h. Entretanto, ressalta-se que a refrigeracdo em diluente Tris-gema foi
eficiente ao ponto de permitir a manuten¢do da capacidade ligante em cerca de 70% dos
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espermatozoides. Além disso, os valores obtidos neste estudo, tanto para o s€émen fresco quanto
para o refrigerado, sdo superiores aos previamente descritos para a espécie, com uso do sémen
fresco (Brito et al., 2017). Finalmente, ressalta-se que este €, a0 nosso conhecimento, o primeiro
estudo a aplicar o referido teste para a anélise da capacidade ligante em s€émen canino mantido
sob refrigeragao.

N2 de espermatozoides ligados

A W Fresco m48h

Figura 01: Histograma (A) e micrografia de epifluorescéncia (B) representando o niimero de
espermatozoides ligados a membrana perivitelina da gema do ovo da galinha no sémen canino
fresco e refrigerado por 48h.

CONCLUSOES

O teste de ligagdo de membrana perivitelina do ovo de galinha comprovou a eficiéncia
do diluente Tris-gema em conservar a capacidade ligante de espermatozoides caninos
refrigerados por 48h.
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