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A diversidade das areas de conhecimento favorece ao leitor o melhor entendimento
dos mais variados assuntos na atualidade relacionados a ciéncia animal e suas
particularidades.

O livro abrange diversos temas importantes relacionados a saude animal e humana,
reproducdo animal, sanidade. Sendo divididos em volume Il composto por 16 capitulos e
volume |ll com 17 capitulos. Nestes foram descritos relatos, experimentos e revisdes no
ambito nacional e internacional. Que contém informag¢des concisas que proporcionaram
ao leitor uma visao clara e completa de todo conteudo abordado.

No volume Il e lll, sdo abordados assuntos como a ocorréncia de parasitas em
pescados, anestesia em pacientes cardiopatas, deficiéncia de cobre e zinco em pequenos
ruminantes, medicina, epidemiologia, forragicultura, equideocultura, areas da medicina
veterinaria e zootecnia.

O ambiente aquéatico se torna propicio para o surgimento de varias doencas
parasitarias. Estes podem gerar riscos a saude animal e na populagcdo humana consumidora
de pescados.

A (MDM) Associacao Médicos do Mundo World Doctors, € uma iniciativa privada e
filantropica que tem como objetivo promover atendimento humanitario a pessoas e animais
em situacéo de vulnerabilidade social, fornecendo atendimento médico e social.

Na producéo de volumosos a estacionalidade é um fator recorrente em varios sistemas
de producao animal. Principalmente na regido Nordeste, que apresenta irregularidade
das chuvas ao longo do ano e pode haver periodos de estiagem. E para amenizar as
perdas produtivas € a utilizacdo das técnicas de conservacéao de forragem, que favorece
na disponibilidade de alimento durante todo o ano.

Deste modo, a diversidade de assuntos abordados nos volumes Il e Ill apresentam
capitulos com pesquisas, relatos, objetivos e resultados, desenvolvidos por diferentes
pesquisadores, professores e estudantes de pés-graduacdo. Como uma maneira de
evidenciar a pesquisa cientifica como uma fonte importante para auxiliar na atualizacéo
de estudantes e profissionais.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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RESUMO: Os caes possuem papéis de elevada
relevancia na sociedade. Sendo assim, estudos
de técnicas na manutencéo e disponibilidade
do sémen canino tem sido alvo de pesquisas.
A criopreservacdo € um processo onde 0s
espermatozoides (spz) podem ser preservados
a baixas temperaturas, nesse sentido, o objetivo
desse estudo foi avaliar morfofuncionalmente
sptz caninos ap0s a criopreservacdo com dois
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protocolos comerciais. O sémen (n=8) fresco
(F) foi diluido em Botubov (B) e Caniplus Freeze
(CF), e congelado. Ap6s o descongelamento, as
amostras foram diluidas em meios capacitantes,
Caniplus Enhance (BCE, CFCE) e GV fert
(BGV, CFGV).
foram observadas menores taxa de motilidade,

Nas amostras congeladas

vigor, integridade membranar (CF: 53,75+29%
e B: 57,5+24%; CF: 3+0,5 e B: 2,75+0,5; CF:
52+27% e B: 51,7+19%; CF: 35+23% e B:
33,5+18%); quando comparados a F (93,7+2%;
4,2+0,6%; 95,3+5% e 82,1+5%). As amostras
diluidas em meio capacitante ndo apresentaram
diferenca significativa entre si quanto motilidade
(CFCE: 57,5+29%; CFGV: 43,75+12%; BCE:
60,62+28% e BGV:43,7+24%), vigor (CFCE:
3+1; CFGV: 2,62+0,5; BCE: 3,5+ 0,5 e BGV:
2,87+1) e teste HOS (CFCE: 31,56+21%;
CFGV: 20,7+13%; BCE: 35+15% e BGV:
16,4+16%), exceto CFGV (25,68+10%) e
BGV (29,3+13%) que apresentaram menor
integridade membranar comparados aos outros
grupos (CFCE: 34,25+22% e BCE: 47,6+17%).
Podemos inferir que o Botubov pode ser uma
alternativa quanto ao custo-beneficio para o
congelamento de sémen canino comparado
ao Caniplus Freeze e que o Caniplus Enhance
se mostra mais promissor para a capacitacao
de espermatozoides criopreservados quando


http://lattes.cnpq.br/5393123879165754

comparado ao GV fert.
PALAVRAS-CHAVE: reproducao, sémen, cdo, criopreservacao.

ABSTRACT: Dogs have some important roles on human society. Therefore, studies of efficient
technique for conservation of the canine semen has been on the focus of some researches.
Cryopreservation is a process where sperm (spz) can be preserved at low temperatures.
In this sense, the aim of this study was to morphofunctionally evaluate canine sptz after
cryopreservation with two commercial protocols. Fresh semen (n=8) samples (F) were diluted
in Botubov (B) and Caniplus Freeze (CF), and frozen. After the warming, samples were diluted
in two capacitation media, Caniplus Enhance (BCE, CFCE) e GV fert (BGV, CFGV). Frozen
samples showed reduced motility, vigor and membrane integrity (CF: 53,75 + 29,5% and B:
57,5 +24,36%; CF: 3 £ 0,5 and B: 2,75 + 0,43; CF: 52 + 26,7% and B: 51,7 + 18,8%; CF: 35
+22,9% and B: 33,5 + 18,4%) compared to F (93,7 = 2,1%; 4,2 + 0,6; 95,3 + 4,8% and 82,1
+5,2%). Thawed samples diluted in capacitation media did not show significant difference
between themselves in relation to motility (CFCE: 57,5 + 29,13%; CFGV: 43,75 = 12,18%;
BCE: 60,62 + 28,33% and BGV:43,7 + 23,94%), vigor (CFCE: 3 = 0,7; CFGV: 2,62 + 0,48;
BCE: 3,5 £ 0,5 and BGV: 2,87 + 0,78) and HOS test (CFCE: 31,56 + 20,79%; CFGV: 20,7
+ 12,9%; BCE: 35 + 15,2% and BGV: 16,4 + 15,7%), except for CFGV (25,68 + 10,17%)
and BGV (29,3 + 13,3%) which have shown smaller membrane integrity compared to other
experimental groups (CFCE: 34,25 + 22,12% e BCE: 47,6 + 16,6%). It strongly suggest
that Botubov can be a promising alternative regarding cost benefit to freeze canine semen
and that Caniplus Enhance proves to be more promising for maintaining the cryopreserved
samples when compared to GV fert.

KEYWORDS: reproduction, semen, dogs, cryopreservation.

O céo doméstico (Canis lupus familiaris) € um mamifero da familia Canidae. De
acordo com registros fésseis, a relacdo homem e céo existe ha cerca de 15.000 anos.
Fisiologicamente, ja foi comprovado que o cdo aumenta a felicidade do homem. O nivel
de ocitocina é aumentado tanto no cdo quanto no homem quando ha interacdo destes.
Atualmente, estes animais sdo extensivamente usados em zooterapias e como auxiliar a
pessoas com deficiéncias fisicas e/ou intelectuais. Além disso, esses canideos possuem
papel importante no trabalho de salvamentos, resgate e buscas de substancias de
interesse (DAVIS e VALLA, 1978; LOPES e SILVA, 2012; NAGASAWA, 2015).

O acasalamento natural do cao pode ser dificultado por diversas razdes, dentre elas
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esta a inabilidade do macho para montar na fémea com aumento das chances de ocorrer
lesbes durante o coito, bem como aumento da chance dos animais contrairem infecgdes.
As adversidades do acasalamento natural podem causar grande estresse nos caes, sendo
que a Inseminacéo Artificial (IA) pode ser feita de forma rapida e menos invasiva que a
montagem. Para se obter sucesso na IA é necessaria a coleta de sémen e a preservacéo
deste com boa qualidade (MASON, 2018; SILVA et al, 2001).

A criopreservagao € uma técnica eficiente para o transporte do sémen canino para
fins reprodutivos e possibilita a disponibilidade e manutencéo por tempo indeterminado
do material. Além disso, permite a preservagcao de caracteristicas genéticas e fenotipicas
de racas, aumentando a vida reprodutiva de um macho que possui linhagens de alto
valor. Estudos e aprimoramentos dessa metodologia podem ser Uteis a preservagao de
espécies canideas silvestres que estao sob estudo ou em risco de extincdo, sendo uma
técnica importante na conservacao da biodiversidade (BUCHELE, 2002; CHRISTENSEN
et al, 2011; SILVA et al, 2001; WILDT, 1990). A criopreservacao possibilita que a IA possa
ocorrer no momento desejado e de acordo com o ciclo reprodutivo da fémea. Além disso,
esse método é uma ferramenta que evita a endogamia de animais, que pode, ao longo do
tempo, trazer sérias consequéncias para as linhagens. A criopreservagao se mostra bem
desenvolvida e estudada em outros animais, principalmente bovino e homens. Entretanto,
a criopreservacao em canideos ndo é tdo bem estabelecida ainda e tem sido grande alvo
de estudos (BUCHELE, 2002; MCBRIDE and LIPSHULTZ, 2018; SILVA et al, 2001).

Assim se tornam importantes os estudos em criopreservacao canina que buscam
identificar e solucionar as principais adversidades que permeiam este processo
(AMSTISLAVSKY et al, 2012; BELALA et al; 2016; KOLSTER, 2018). Este estudo avaliou
dois protocolos de criopreservacdo sob a morfofuncionalidade de espermatozoides de
caes utilizando dois diluidores comerciais. Além disso, foi avaliado efeito de dois meios de
capacitacao ap6s o descongelamento sob a sobrevivéncia dos espermatozoides.

Os procedimentos adotados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA - protocolo n° 029/2018) da Universidade Federal de Sdo Joao del Rei
(UFSJ). Foram utilizados oito caes neste estudo sendo trés da raca Pitbull, trés Border
Collie, um Boxer e um Labrador; com idade entre 10 meses e 8 anos. Foi utilizada a técnica
de manipulacao digital para obtencao de amostras de ejaculado apés um minimo 14 dias
de abstinéncia. Para a coleta foram utilizados tubos de falcon graduados e aquecidos a
37°C, onde somente a segunda fracéo foi selecionada para analise. A amostra foi mantida
em banho-maria a 37°C até seu processamento.

Foi colocado sobre uma lamina 5 ul das amostras (n=8) e cobertas com laminula.
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Posteriormente, as |laminas foram visualizadas em microscépio de contraste de fase no
aumento de 400x avaliada a motilidade e vigor do sémen, ao longo do tempo 0 ao 6 (intervalo
de avaliagcdo de 1 em 1 hora), por meio do teste de termorresisténcia. Para avaliacdo da
integridade da membrana plasmatica 1 yl de sémen (n=8) foi homogeneizado com 19
ul de corante eosina e nigrosina (Botuvital) e utilizado para confec¢cdo de um esfregaco.
ApoOs secas, as laminas foram visualizadas em microscopio no aumento de 1000 vezes e
analisadas 200 células por amostra. Os spz corados em rosa foram contabilizados como
aqueles que apresentam membrana plasmatica lesada.

Para atestar a viabilidade dos spz ao estresse osmotico foi realizado o Teste
hiposmotico (HOS). Na avaliacdo do HOS, 25ul de ejaculado (n=8) foi homogeneizado
com 2501 de solucao hiposmoética (7,35g de Citrato de Sédio; 13,59 de Frutose e 1000ml
de agua destilada) pré-aquecida a 37° C, por 30 minutos, de acordo com o Manual para
Exame Andrologico e Avaliagdo de Sémen Animal (CBRA, 1998). A amostra foi avaliada
sob microscoépio de contraste de fase em um aumento de 400X. Foi realizada a contagem
de 200 células e a percentagem de spz com cauda enrolada foi contabilizada. As laminas
feitas com coloragdo eosina e nigrosina (n=6) foram fotografadas utilizando camera digital
acoplada a um microscépio (Nikon E-200) e software Motic 3000, em aumento de 1000x.
As micrografias foram analisadas através do software ImageJ versdao 1.44 (Research
Services Branch, U.S. National Institute of Health Bethesda, MD, USA.) quanto ao didmetro
(um) maior e menor da cabeca do espermatozoide. O didmetro médio foi utilizado para
calcular a area da cabeca celular através da férmula A=4rr2.

As amostras de sémen fresco (F) foram diluidas em Botubov (Botufarma) (B) e
Caniplus Freeze (Minitube) (CF), de acordo com o fabricante do produto para atingir a
concentragcao de 15x10% e 25x108 spz por palheta de 0,25 ml, respectivamente. Apds
diluicdo em B foi realizado o envase do sémen em palhetas, e estas foram mantidas por
4 horas a 5°C. Posteriormente, as palhetas foram mantidas horizontalmente 3 cm acima
do nivel do nitrogénio liquido (NL,) (-196°C) por 20 minutos, e finalmente mergulhadas
e armazenadas no NL,. O descongelamento foi feito a 37°C/30 segundos e as amostras
foram mantidas em banho Maria a 37°C para as analises. Realizada a diluicdo em meio
CF, as amostras foram envasadas e as palhetas foram colocadas mantidas por 2 horas a
5°C. Posteriormente, as palhetas foram colocadas a 4,5 cm acima do NL, (-196°C) por 20
minutos e finalmente mergulhadas e armazenadas no NL,. O descongelamento foi feito a
37°C/60 segundos e as amostras foram mantidas em banho Maria a 37°C.

Apds o descongelamento as amostras foram diluidas em dois meios capacitantes,
Caniplus Enhance (Minitube) (CE) e GV fert (Ingamed) (GV). Sendo dessa forma
estabelecidos os grupos experimentais BCE, BGV, CFCE e CFGV. Para diluicao em CE foi
utilizado 250u1 de meio capacitante por palheta de 0,25 ml. Ap6s 15 minutos as amostras
foram analisadas. Para diluicdo em GV fert as palhetas (0,25 ml) foram homogeneizadas
com 250ul de Gv fert. As amostras foram centrifugadas a 1800 rpm por 5 minutos. A por¢ao
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liquida superior do eppendorf foi descartada restando o pellet, que foi ressuspendido em
100 pl de meio capacitante GV, em seguida as amostras foram analisadas. Todos os
testes foram realizados nas amostras frescas e apds descongelamento.

Os resultados deste estudo foram quantificados e apresentados como médias +
D.P.M. (desvio padrao da média). Os valores obtidos foram submetidos a uma anélise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido de teste Newman Keuls. Todas as analises foram
realizadas no programa GraphPad Prism versdo 5 (Software GraphPad, Inc.). Foram
consideradas somente as diferengas com intervalo de confianca de 95% de significancia
(P< 0,05).

A amostra F apresentou bons resultados quanto a motilidade (93,7 + 2,1%), vigor
(4,2 £ 0,6), integridade membranar (95,3 + 4,8%) e teste HOS (82,1 +5,2%). As amostras
CF e B apds descongelamento ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre
si quanto a motilidade (53,75 + 29,5% e 57,5 + 24,36%), vigor (3 + 0,5 e 2,75 + 0,43),
integridade membranar (52 + 26,7% e 51,7 + 18,8%) e teste HOS (35 + 22,9% e 33,5 =
18,4%). Entretanto, CF e B se apresentaram significativamente menor (p<0,05) quando
comparados com a amostra F (Figura 1 A-D).

As amostras congeladas com CF e diluidas em meios capacitantes, CFCE e CFGV,
nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si quanto a motilidade (53,75 +
29,5%; 57,5 + 29,13% e 43,75 + 12,18%), vigor (3 £ 0,5; 3 + 0,7 e 2,62 + 0,48) e teste
HOS (35 + 22,9%; 31,56 + 20,79% e 20,7 + 12,9%) (Figura 2 A, B e D). O grupo CF (52
+ 26,7%) apresentou maior (p<0,05) integridade membranar quando comparado a CFGV
(25,68 = 10,17%), entretanto, ambos os grupos néo diferiram significativamente de CFCE
(34,25 + 22,12%; p>0,05; Figura 2C).

As amostras congeladas com B e diluidas em meios capacitantes, BCE e BGV, nédo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si quanto a motilidade (57,5 + 29,5%;
60,62 + 28,33% e 43,7 + 23,94%), vigor (2,75 +0,43; 3,5 + 0,5 € 2,87 + 0,78) e teste HOS
(33,5 + 18,4%; 35 + 15,2% e 16,4 = 15,7%, respectivamente). BGV apresentou menor
integridade (p<0,05) membranar (29,3 + 13,3%) quando comparado a B e BCE (51,7 =
18,8% e 47,6 + 16,6%) (Figura 3 A-D).
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Figura 1- Parametros cinematicos e morfolégicos do sémen Fresco (F), criopreservado com Caniplus
Freeze (CF) e criopreservado com Botubov (B). A-D: Motilidade (%), Vigor, Integridade (%), Teste
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Figura 2- Parametros cineméticos e morfolégicos do sémen Fresco (F); criopreservado com Caniplus
Freeze (CF); criopreservado com Caniplus Freeze e Caniplus Enhance (CFCE); e criopreservado com
Caniplus Freeze e GV fert (CFGV). A-D: Motilidade (%), Vigor, Integridade (%), Teste hiposmatico (%);
N=8 (P<0,05).
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Figura 3- Pardmetros cineméticos e morfolégicos do sémen Fresco (F); criopreservado com Botubov
(B); criopreservado com Botubov e Caniplus Enhance (BCE); e criopreservado com Botubov e GV fert
(BGV). A-D: Motilidade (%), Vigor, Integridade (%), Teste hiposmético (%); N=8 (P<0,05).

Todos os grupos experimentais demonstraram uma queda nos parametros
cinematicos motilidade e vigor ao longo do tempo (p<0,05). A amostra CFGV foi a que
apresentou menor tempo de termorresisténcia e a F apresentou maior tempo, quanto a
motilidade e vigor. Todos os grupos criopreservados, apresentaram significativa menor
(p<0,05) motilidade e vigor quando comparado ao fresco em todos os tempos (T1-T6),
exceto em BCE no tempo 4 quanto ao paréametro vigor (Tabelas 1 e 2).

GE T T2 T3 T4 T5 T6
F 81,2:+19,32 655?511 40 + 37,91 23?6?7771 25 +33,16 132%1'-'

DCE 1;5756* 6,25 + 16,53 ?6225-“ B ) )

DBE  45:3005 oot G5or  25x661  p7 )

DCGV 375x37,66 1,25+3,3 _ _ _ —
DBGV 10+18,02 8,125+9,33 25+6,61 0,625+1,65 _ _

Tabela 1- Média e desvio padrdo da média do teste de termorresisténcia da motilidade de
espermatozoides caninos fresco e criopreservados. F= Fresco; CFCE= Descongelado Caniplus Frezee
+ Caniplus Enhance; BCE = Descongelado Botubov + Caniplus Enhance; CFGV= Descongelado
Caniplus Frezee + GV fert; e BGV = Descongelado Botubov + GV fert. N=8; (P<0,05).
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GE T1 T2 T3 T4 T5 T6

2125 + 1375+ 1125 + 0,625 +
F 4£07 350,53 1,26 1,49 1,53 1,11

0,375 = 0,375 = 0,375 =

DCE 0,99 0,99 0,99 - - -

0,125 =

DBE 225+178 175+147 075+096 0,25 +0,66 .33 0
0,375 =

DCGV 5,09 0,25 + 0,66 B _ _ _

DBGV 2’11 %%i 1625414 025+066 02507 ~

Tabela 2- Média e desvio padrao da média do teste de termorresisténcia do vigor de espermatozoides
caninos fresco e criopreservados. F= Fresco; CFCE= Descongelado Caniplus Frezee + Caniplus
Enhance; BCE = Descongelado Botubov + Caniplus Enhance; CFGV= Descongelado Caniplus Frezee
+ GV fert; e BGV = Descongelado Botubov + GV fert. N=8; (P<0,05).

Ambos os grupos CF e B apresentaram todos parametros de avaliacéo da qualidade
do sémen inferiores a F. Entretanto, ja € estabelecido que o CF é efetivo no congelamento
de sémen canino atingindo 65% de motilidade dos spz apés o descongelamento e uma
integridade membranar com cerca de 45%, condizente com os dados que foram obtidos
neste estudo. Como o B apresentou resultados similares a este diluidor podemos inferir
que este produto seria uma alternativa promissora para o congelamento de sémen canino
apresentando custo mais baixo e sendo de compra mais acessivel, proporcionando maior
aplicabilidade do congelamento de sémen (ESCH, 2014).

O CF utiliza gema de ovo em sua composicao, que pode agir como um crioprotetor
impermedvel. A literatura mostra que a gema de ovo pode mostrar melhora em varios
parametros dos spz criopreservados como, por exemplo, a motilidade e a integridade
membranar. Quando congelados com diluidor a base de Tris com 20% de gema de ovo 0s
spz mostram melhores resultados ap6s congelamento que com 10%. Acredita-se que a
gema de ovo disponibilize lipidios e colesterol para a membrana celular dos spz conferindo
protecédo a estas. Quando utilizado o Botubov para criopreservacéo de sémen de touro os
parametros de motilidade total atingem 45% e integridade membranar de 51%. O Botubov
possui coloracao amarelada e apesar de néo ter a exata informacao sobre a composicao
deste diluente, acreditamos que haja a gema de ovo (BELALA et al, 2016; SILVA, 2000;
BERGERON & MANJUNATH, 2006).

Apéds descongelamento das amostras foi testado dois meios capacitantes comerciais.
Em um estudo realizado com sémen de céo congelado com CF, ap6s o descongelamento,
houve adicdo de: CE, fluido prostatico e nenhuma adi¢cédo. O sémen que foi adicionado
com o CE obteve os melhores resultados quanto a motilidade, apresentando motilidade
total de 51%. O CE ja é um meio utilizado com sucesso para spz de céaes e por tanto,
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serve como referéncia para comparac¢dées com o GV fert. (IGNA et al, 2018).

Os grupos CFCE e CFGV né&o mostraram diferenca significativa, quanto a motilidade,
vigor e teste HOS quando comparado a CF. Os grupos BCE e BGV nao mostraram
diferenca significativa, quanto a motilidade, vigor e teste HOS quando comparado a B.
Somente CFGV e BGV mostrou diminuicdo quanto a integridade membranar comparado
ao CF e B, respectivamente. Sendo assim, inferimos que o meio capacitante CE pode ser
utilizado apo6s a criopreservacédo com CF e B. CFGV e BGV mostraram uma diminuicéo
quanto a integridade membranar, analise importante para aferir o potencial fecundante
das células apds congelamento (SIEME et al, 2015).

O teste de termorresisténcia se mostra util para indicar a durabilidade e resisténcia
do sémen criopreservado. Todos os grupos experimentais apresentaram um declinio
natural da motilidade e vigor ao longo do tempo. A amostra CFGV apresentou menor
tempo de incubacéo, demonstrando assim mais um indicio de que o GV fert ndo € um
bom meio capacitante para spz canino. A motilidade e vigor dos grupos criopreservados
permaneceram menor em quase todos os tempos quando comparados a F, demonstrando

uma queda relativamente constante e comum entre todos os grupos.

De maneira geral, as amostras de sémen congeladas com B e CF apresentam bons
parametros de motilidade, vigor, integridade da membrana, biometria e termorresisténcia.
O B é um diluidor para sémen bovino, entretanto, com os resultados aqui encontrados,
podemos inferir que este pode ser uma alternativa promissora quanto ao custo-beneficio
para o congelamento de spz canino. Ja com relacdo aos meios de capacitacao, o CE,
produto comercial proprio para sémen canino, apresentou melhores resultados quando
comparado ao GV fert. Finalmente, vale ressaltar que esse estudo abre novas perspectivas
para aplicacdo de alternativas de baixo custo a criopreservacédo de sémen canino e
consequentemente a ampliagcdo dessa técnica.
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