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Resumo

O processo de conservagdo de sémen sob resfriamento necessita de adi¢do de diluentes, contendo diferentes
formulagdes. Estudos com adicdo de gema de ovo ao diluente apresentam resultados divergentes quanto a
qualidade espermaética, durante a conservacdo e criopreservacdo em diferentes espécies de mamiferos. Diante
disso, 0 objetivo deste experimento foi avaliar a qualidade espermética de sémen canino adicionado de
diluente a base de leite e gema de ovo de galinha a 2%, mantido sob resfriamento a 5°C por 72h. Para isso,
20 ejaculados foram coletados de caninos e submetidos a dois tratamentos: 1) Diluente Sem Gema e 2)
Diluente Com Gema de ovo de galinha a 2%. As amostras foram mantidas em geladeira a 5°C e avaliadas as
24, 48 e 72h de resfriamento quanto a motilidade, vigor, integridade de membrana plasmaética e morfologia.
A andlise estatistica incluiu estatistica descritiva, Shapiro-Wilk, Wilcoxon, analise de variancia (ANOVA),
comparagdo de médias pelo teste de Tukey. Os valores foram expressos em a média + erro padrdo da média.
Foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos quanto & motilidade as 48h (Sem Gema 38,3+4,2%
e Com Gema 51,5+4,7%) e 72h (Sem Gema 30+4,8% e Com Gema 38,4+5,1%) (p<0,05). O vigor, a
integridade funcional da membrana plasmatica e a morfologia espermatica ndo foram significativamente
afetados pelo tratamento. Em concluséo, os ejaculados de caninos adicionados de diluente acrescido de gema
de ovo de galinha a 2% apresentaram maior percentual de motilidade durante resfriamento a 5°C por 72h.

Palavras-chave: crioprotetora; ejaculado; espermatico; lipoproteina de baixa densidade; resfriamento.

Abstract

Cooled semen storage requires the addition of extenders containing different formulations. Studies with the
addition of egg yolk to the extender presents divergent results regarding sperm quality during cooled and
frozen storage in different mammalian species. Therefore, this experiment aimed to evaluate canine sperm
quality during cooled storage at 5°C for 72h in skim-milk extender with 2% of egg yolk. For that, 20 canine
ejaculates were collected and submitted to two treatments: 1) Only Extender, without egg yolk and 2)
Extender with chicken Egg yolk 2%. Samples were kept in a refrigerator at 5°C and evaluated at 24; 48 and
72h of cooled storage regarding motility, vigor, plasma membrane integrity and sperm morphology.
Statistical analysis included descriptive statistics, Shapiro-Wilk, Wilcoxon, analysis of variance (ANOVA),
comparison of means by the Tukey test (p<.05). Values were expressed by mean + standard error mean.
About motility, significance difference was observed between treatments at 48h (Extender 38.3+4.2% e Egg
yolk 51.5+4.7%) and 72h (Extender 30+4.8% e Egg yolk 38.4+5.1%). Vigor, plasma membrane integrity and
sperm morphology were unaffected by treatment. In conclusion, canine sperm added with extender + 2% of
chicken egg yolk present higher percentual motility during cooled storage at 5°C for 72h.
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Introducéo

A reducdo da temperatura amplia o periodo
de armazenamento de sémen, aumentando o
periodo de viabilidade espermética, no entanto,
este processo de conservagdo pode resultar em
alteraces na estrutura e fisiologia celular devido
ao choque térmico, danos mecanicos, estresse
guimico e osmotico (Khalili et al., 2010). Com
intuito de reduzir estas acGes deletérias, €
necessario a adicdo de diluente de sémen, sendo
que este deve ser atdxico, isotdnico, com poder
tamponante, atuar na prevencdo de crescimento
microbiano, minimizacdo de danos mecéanicos e
como fonte de nutrientes (Senger, 2005).

Mualtiplas  substancias ~ podem ser
adicionadas ao diluente com intuito de melhorar a
eficiéncia na preservacdo da  qualidade
espermatica durante resfriamento. Neste contexto,
a gema do ovo possui proteinas de alto valor
bioldgico, acidos graxos essenciais, fosfolipideos
e glicerol de grande aplicagdo industrial e
biomédica. Estudos tém demonstrado que as
lipoproteinas de baixa densidade sdo responsaveis
por proteger a célula do choque térmico, auxiliar
na preservacdo da motilidade, da integridade do
DNA nuclear e das membranas espermaticas
(Manjunath et al., 2002; Moussa et al., 2002).
Além disso, a gema de ovo apresenta baixo custo,
alta disponibilidade e facil aquisicao.

Estudos com adigdo de gema de ovo ao
diluente apresentam resultados divergentes
guando a qualidade espermatica durante a
conservagdo e criopreservacdo em diferentes
espécies de mamiferos, incluindo suinos (Bathgate
et al., 2006; Toniolli et al., 2016); bovinos (Wall e
Foot, 1999); caprinos (Viana et al., 2006;
Santiago-Moreno et al., 2008); bufalos (Andrabi
et al., 2008), equinos (Bruemmert et al., 2002;
Melo e Henry, 2005) e caninos (Silva et al., 2000;
Iguer-Ouada e Verstegen, 2001; Moura et al.,
2002; Cardoso et al., 2010). Além disso, a maioria
dos trabalhos mencionou o uso de 20% de gema
(Silva, 2000; Iguer-Ouada e Verstegen, 2001;
Moura et al., 2002; Cardoso et al., 2010; Bispo et
al., 2011), independente da composicdo do
diluente base. Evidéncias laboratoriais indicam
gue uma alta concentracdo de gema possa
interferir no resultado de avaliagdes bioquimicas e
metabdlicas (Wall e Foot, 1999), sendo que uma
possivel alternativa seria reduzir a quantidade,
exercendo acdo benéfica sobre os parametros
espermaticos. Em outras espécies, como equinos,
a adicdo de gema de ovo em baixa concentracao

(2%) durante processo de criopreservacdo ja €
uma realidade (Pillet et al., 2008). Em caninos,
Gloria et al. (2020) reportaram que o0 uso de gema
de ovo na concentragdo de 5 e 10% durante
criopreservacdo de sémen canino resultou em
maiores médias de viabilidade espermatica apos
descongelamento, quando comparados ao diluente
contendo 20% de gema.

Neste contexto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a qualidade espermaética de
sémen canino adicionado de diluente a base de
leite e gema de ovo de galinha a 2%, mantido sob
resfriamento a 5°C por 72h.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido na
Universidade Federal de Roraima (UFRR), Boa
Vista, Roraima. Foram coletados ejaculados de 20
cdes, de diferentes racas (Shit Zu, Golden
Retriver, Pug, Pit Bull, Daschund, Beagle,
Buldogue), adultos (acima de 1 ano), com bom
estado corporal e higidos, sendo realizada uma
coleta por animal (n=20).

Para obtencdo dos ejaculados, foi utilizado
0 método de mao enluvada. Os ejaculados foram
avaliados quanto a parametros macroscopicos
(cor, volume, odor e aspecto) e microscopicos
(concentragdo espermatica, motilidade, vigor,
teste hiposmético e morfologia espermatica),
seguindo a metodologia do CBRA (2013).

Apb6s avaliacdo dos parametros, foi
adicionado diluente Kenney (4,9 g de glicose,
2,4g leite em pd desnatado em 100mL agua
destilada, pH 6,7 e osmolaridade 330mOsm/kg)
resultando em concentracdo final de 25x10°
espermatozoides/mL, de acordo com 0s
tratamentos: 1) Diluente Sem Gema e 2) Diluente
Com Gema de ovo de galinha a 2%.

As amostras foram mantidas resfriadas em
geladeira a 5°C por 72h e avaliadas a cada 24h.
Para avaliagdo, uma aliquota de cada tratamento
foi mantida em banho-maria a 37°C por 5 minutos
para as andlises microscopicas, incluindo
motilidade, vigor, morfologia espermatica e teste
hiposmotico (Figura 1).

A motilidade foi avaliada indicando
percentual de espermatozoides moveis, em escala
de 0-100. O vigor indicando forca de movimento
das células, em escala de 0 (auséncia de
movimento) e 5 (movimento vigoroso). A
concentragdo espermatica foi avaliada através da
contagem em cadmara de Neubauer. A avaliagdo da
morfologia espermética foi realizada por
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coloragdlo com eosina, onde 100 células
espermaticas foram contadas e classificadas
guanto a defeitos maiores (cabeca anormal, gota
citoplasméatica proximal e cauda fortemente
enrolada) e defeitos menores (cabeca isolada
anormal, gota citoplasméatica distal e cauda
dobrada). O teste hiposmotico foi realizado pela
adicdo de 10 pL de sémen e 20 pL de agua
destilada, incubados por 30 min a 37°C e
contagem de 100 células, classificadas em cauda
enrolada (membrana funcional) e cauda reta
(membrana afuncional). As andlises foram
realizadas com auxilio de microscopio dtico (BX
41 Olympus América, Inc, Sao Paulo, SP, Brasil),
sempre pela mesma pessoa previamente treinada.
A andlise estatistica foi realizada com
auxilio do programa de computador Statistic 9°
(Analytical Software, Tallahassee, FL, USA), com
nivel de significancia <0,05, incluindo estatistica
descritiva, teste de normalidade Shapiro-Wilk,
Wilcoxon, andlise de variancia (ANOVA) e
comparagdo de médias pelo teste de Tukey.

Resultados e Discussao

Imediatamente ap6s coleta, todos o0s
ejaculados apresentaram valores de qualidade
espermatica acima dos minimos preconizados
pelo CBRA (2013). No sémen fresco, a média +
erro padrdo da média de motilidade foi de
79,5+£2,6%; vigor 3+0,1; hiposmético 81,5+2,8%;
morfologia normal 85,4+1,3%; defeitos totais
14+1,4%; defeitos maiores 8,5+1,1% e defeitos
menores 6,3+0,8%.

Coleta de sémen

!

Avaliagao:
v" Motilidade
¥ Vigor
v Morfologia
v Integridade de membrana plasmatica
v" Concentragdo

/\

Diluente Sem gema Diluente Com gema 2%

! !

Resfriamento a Resfriamento a
52C por 72h 5¢C por 72h

! !

Avaliacdo as 24; 48 e 72h: Avaliagdo as 24; 48 e 72h:

¥ Motilidade ¥ Motilidade
¥ Vigor ¥ Vigor
v Morfologia ¥ Morfologia

¥ Integridade de membrana plasmatica

Figura 1. Representacdo esquematica da manipulacio
de sémen canino submetido aos tratamentos
com diluente sem gema ou com gema de ovo
a 2%.

Durante o periodo de resfriamento, foi
observado reducdo na motilidade, vigor,
hiposmético e morfologia em ambos tratamentos.
Foi verificada diferenga significativa entre os
tratamentos quanto a motilidade as 48h (Sem
Gema 38,314,2% e Com Gema 51,5+4,7%) e 72h
(Sem Gema 30+4,8% e Com Gema 38,4+5,1%)
(p<0,05). O tratamento Com Gema apresentou
maiores valores médios de vigor, hiposmético e
morfologia as 24h, 48h e 72h, em comparagéo ao
Sem Gema (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros microscépicos (média + erro padrdo da média) de sémen canino (n=20), conforme tratamento
com diluente sem gema de ovo (Sem) e com gema de ovo de galinha a 2% (Gema), durante resfriamento a 5°C por 72h.

v"  Integridade de membrana plasmatica

Parametros Sem Gema Sem Gema Sem Gema
24h 24h 48h 48h 72h 72h

Motilidade 53,4445 61+5,0 38,3+4,2 2 51,5+4,7° 304482 38,445,1°
Vigor 2,610,1 2,840,1 2+0,1 2,4+0,1 1,60,2 2+0,2
Hiposmotico 75,56+2,5 78425 73,3124 74,2+2,3 70,712 74,1+2
Morfologia 79+1,6 80,7+1,4 74+1,4 77,1+1,6 72418 76,612
Defeitos 21+1,6 19,2414 25+1,2 23,417 27,7£1,8 23,312
Defeito maior 13,214 12,3£1,3 14,51 13,1+1,2 15,8114 12,811

Defeito menor 7,7£0,8 6,8+0,9 10,9+0,9 9,740,7 11,7412 10,4412

ab indicam diferenca significativa entre os tratamentos em um mesmo momento (p<0,05).
Concordando com o presente experimento, Verstegen (2001). Estes autores também

o efeito benéfico de gema de ovo na preservacao
de motilidade espermatica de caninos foi
demonstrado previamente por Iguer-Ouada e

demonstraram que a gema apresenta um efeito
protetor sobre o acrossoma, sendo observado
melhor conservagdo da integridade acrossomal e
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prevencdo da ocorréncia da reagdo acrossomica
espontanea nos diluidores suplementados com
20% de gema de ovo (lguer-Ouada e Verstegen,
2001). Moura et al. (2002) também reportaram
gue a motilidade e vigor dos meios com Tris
acrescido de 20% gema de ovo, tanto de galinha
como de codorna, apresentaram
significativamente ~ maiores  valores  apds
resfriamento, quando comparados ao grupo sem
gema.

A principal hipotese para acdo protetora da
gema € a ocorréncia de interacdo especifica entre
lipoproteinas de baixa densidade do ovo com
determinadas proteinas do liquido seminal
(Manjunath et al., 2002; Bencharif et al, 2010).
Esta interacdo promoveria a diminuigdo da perda
de colesterol e fosfolipideos da membrana dos
espermatozoides, prevenindo a capacitacdo
prematura e subsequente reacdo do acrossoma
(Bergeron et al., 2004). Foulkes (1977), estudando
a interacdo de componentes da gema com
espermatozoides bovinos congelados, prop6s que
tais componentes se ligariam firmemente a
membrana espermatica, exercendo papel protetor
ao estabilizd-la durante o resfriamento ou ao
conseguir manter a pressdo coloidal do meio
externo.

Em suinos, Toniolli et al. (2016)
compararam diferentes concentragdes de gema de
ovo em po (1; 3; 5 e 7%), adicionada ao diluente a
base de &agua de coco, e relataram que o0s
tratamentos contendo gema apresentaram maiores
valores de motilidade ap6s 24h de resfriamento a
17°C.

Em caprinos, Bispo et al. (2011)
compararam duas concentracfes de gema de ovo
(2,5% e 20%) adicionado ao diluente citrato-gema
e relataram que para as caracteristicas in vitro de
motilidade, vigor, integridade e funcionalidade de
membrana, o diluente com baixa concentragéo
(2,5%) apresentou maiores valores médios apos
24h de resfriamento a 5°C. Viana et al. (2006)
constataram que o diluente tris-gema apresentou
melhor qualidade espermética, referente a
motilidade total, vigor e patologias de acrossoma,
guando comparado ao diluente leite desnatado-
glicose (sem gema) durante resfriamento de
sémen caprino a 4°C. No presente trabalho, o
tratamento com adicdo de gema em baixa
concentragdo  também  apresentou  melhor
qualidade espermatica durante resfriamento,
guando comparado ao sem gema.

A adigédo de 3 e 10% de gema ao diluente
preservaram melhor a membrana plasmaética de
espermatozoides em equinos durante
resfriamento, quando comparado ao diluente sem
gema. O meio contendo 3% de gema apresentou
maior motilidade, seguido pelo 10% e, por ultimo,
0 sem gema (Melo et al., 2005).

Em discordancia com nossos dados,
Cardoso et al. (2010) relataram que a inclusdo de
gema de ovo (5; 10 e 20%), mesmo na menor
concentracdo, foi suficiente para promover a
acidificagdo do meio diluidor (pH inferior a 7), o
gue ndo ocorreu no diluente controle (sem gema),
durante resfriamento de sémen canino por 5 dias a
4°C. Este efeito ndo foi verificado no presente
estudo, em que o pH do diluente base foi de 6,7,
no inicio do experimento. Considerando que a
gema de ovo € um produto de origem animal e
rapidamente perecivel, uma possivel explicacao
para o pior desempenho de diluentes com altas
concentracdes deste produto poderia ser devido ao
estado de deterioracao.

O efeito benéfico ou prejudicial da adi¢do
de gema de ovo ao diluente de sémen canino é
bastante divergente na literatura, podendo estar
associados a diferentes fatores, incluindo tipo de
diluente, concentracdo de gema de ovo, curva de
resfriamento, caracteristicas individuais dos caes,
entre outros. Estudos sugerem que a concentracao
Otima de proteinas de baixa densidade, presentes
na gema de ovo, para preservacdo de sémen seja
espécie especifica (Gloria et al., 2020). Além
disso, a gema de ovo é um produto biolégico com
composic¢do complexa, sendo que esta composicao
pode diferir entre lotes, por mdaltiplos fatores,
dificultando ainda mais a padronizacdo de
diluidores contendo gema (Aurich, 2005).

A quantidade adequada de gema a ser
adicionada ao diluente também ndo esta
completamente esclarecida. Embora a maioria dos
autores utilize 20%, os resultados do presente
experimento sugerem que a adicao de 2% de gema
afetou positivamente a motilidade de sémen
canino durante resfriamento a 5°C por 72h e ndo
influenciou a integridade funcional da membrana
plasmética nem quantidade de defeitos
morfoldgicos.

Conclusédo

Os ejaculados adicionados de diluente
acrescido de gema de ovo a 2% apresentaram
maior  percentual de motilidade durante
resfriamento a 5°C por 72h em caninos.
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