Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.1, p.22-26, 2014

Ejaculados individuais e pools de sémen: diferencas em condi¢fes experimentais

[Individual ejaculates and pooled semen: differences under experimental conditions]
R.M. Mascarenhas’, P.R. Xavier’, A.P. Marques Jdnior?

!Aluna de pés-graduacéo — EV-UFMG — Belo Horizonte, MG
2Escola de Veterinaria — Universidade Federal de Minas Gerais — EV-UFMG — Belo Horizonte, MG

RESUMO

Avaliaram-se ejaculados caninos individuais e pools de sémen submetidos a dois tratamentos de
renovacao do meio diluidor. Sémen de seis caes foi coletado, na forma de ejaculados individuais e pools
de sémen, diluido na propor¢do de 1:1 em meio Tris-Gema, centrifugado a 500g9/10min, e o pellet
ressuspendido até concentragéo final de 50x10° espermatozoides/mL. O sémen foi resfriado a 0,26°C/min,
entre 37 e 16°C, e 0,08°C/min, entre 16 a 8°C, e mantido em geladeira a 5°C por 14 dias. No Tratamento
1, o meio diluidor foi renovado a cada seis dias, e no Tratamento 2 aos 12 dias. O sémen foi avaliado, a
cada 48 horas, quanto a motilidade espermaética, utilizando-se o Sperm Class Analyser® (SCA), e quanto
a integridade de membranas pelo teste hiposmotico e coloragdo com PI/CFDA. A formacédo de pools de
sémen simplificou sua manipulagdo, principalmente com relagdo ao aumento do volume da amostra
disponivel; no entanto, resultados obtidos a partir de ejaculados individuais mostraram diferencas entre
tratamentos, nao identificadas nos pools de sémen.
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ABSTRACT

Individual ejaculates and pooled dog semen submitted to two treatments of medium exchange were
evaluated. Semen was collected from six dogs, as individual ejaculates and pooled semen, diluted ina 1:1
ratio in Tris-Yolk medium, centrifuged at 500g/10min and ressuspended to the final concentration of
50x106 sptz/mL. The samples were cooled at rates of 0.26°C/min between 37 and 16°C, and 0.08 °Gmin
from 16 to 8 °C, and then kept in a refrigerator for 14 days. In Treatement 1 medium was exchanged every
six days and in Treatment 2 after twelve days. The cooled samples were evaluated every 48 hours for
sperm motility using the Sperm Calss Analyser® (SCA), and membrane integrity with hiposmotic swelling
test and PI/CFDA stain. Pooled semen was easier to handle, mainly considering the decreased work due
to volume. When submitted to medium exchange, pooled semen behaved similarly to individual
ejaculates; however, results obtained from individual ejaculates showed differences between treatments,
which were not apparent in pooled semen results.
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demandem maior volume de material. No intuito
de aumentar o volume de material, varios

INTRODUCAO

Entre as espécies domésticas, o cdo é uma das
que apresenta menor produgdo espermatica diaria
e menor ndmero de espermatozoides por
gjaculado (Threlfall, 2003), caracteristicas que
podem limitar o delineamento de experimentos,
tornando inviavel submeter o mesmo ejaculado a
diversos tratamentos ou realizar anélises que
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trabalhos na area de resfriamento de sémen
canino utilizam como unidade experimental
pools de sémen. Alguns pesquisadores
argumentam que a utilizacdo de pools de
sémen minimiza o efeito do individuo e,
consequentemente, melhora as caracteristicas
do sémen, o0s parametros estatisticos e a
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confiabilidade dos resultados (Ponglowhapan et
al., 2004; Verstegen et al., 2005; Shahiduzzaman
e Linde-Frosberg, 2007; Lopes et al.,, 2009;
Michael et al., 2009).

Objetivou-se  comparar o0s resultados de
motilidade espermatica e integridade de
membranas obtidos de ejaculados caninos
resfriados na forma de ejaculados individuais e
pools de sémen, submetidos a renovacdo do meio
diluidor a cada seis dias ou ap6s 12 dias de
resfriamento.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado apds o projeto ter
sido aprovado pelo Cetea/UFMG 009/2011.
Foram utilizados seis cdes, dois da raca Labrador
e dois da raga Shar Pei, com idade entre trés e
cinco anos, provenientes de canil particular.
Foram selecionados cdes que apresentavam
motilidade espermatica acima de 70% e menos
de 30% de espermatozoides morfologicamente
anormais no ejaculado (Johnson et al., 2001).

A segunda fracdo do ejaculado foi coletada pelo
método de manipulacdo digital do pénis (Linde-
Forsberg, 2001). Para avaliagdo de ejaculados
individuais, foi realizada, em um s6 dia, uma
coleta de sémen de cada um dos seis cdes, e cada
ejaculado foi tratado como wuma unidade
experimental. Para avaliacdo dos pools de sémen,
também foram utilizados seis pools, sendo cada
um deles formado por seis ejaculados completos,
um de cada cdo. Para formacdo de cada pool foi
coletado um ejaculado de cada cdo, sendo que
todos os ejaculados formadores de um pool
foram coletados no mesmo dia. Os pools foram
formados com intervalo de dois a trés dias entre
si. Cada pool foi tratado como uma unidade
experimental.

O sémen foi diluido na propor¢do de 1:1 em
meio Tris-Gema (Rota et al, 1995) e
centrifugado a 500g por 10min. Apés a
centrifugacdo, o pellet foi ressuspendido em
meio Tris-Gema até a concentracdo final de
50x10° espermatozoides/mL. O sémen foi
resfriado, em caixa de poliestireno contendo gelo
reutilizivel, & taxa de 0,26°C/min entre 37 e
16°C, e 0,08°C/min entre 16 e 8°C. Apds
resfriado, o sémen foi mantido em geladeira a
5°C por 14 dias. Cada ejaculado, ou cada pool de
ejaculados, foi dividido em dois tratamentos. No
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Tratamento 1 o meio diluidor foi renovado a
cada seis dias, e no Tratamento 2 o meio diluidor
foi renovado apds 12 dias. Para a renovagdo do
meio diluidor, igual volume de meio recém-
preparado foi resfriado em geladeira por duas
horas. Em seguida, o sémen diluido foi
centrifugado sob refrigeracdo (5°C), a 500g por
10min. O pellet foi ressuspendido em meio
recém-preparado ou no meio original conforme o
tratamento experimental.

O sémen resfriado foi avaliado, a cada 48 horas,
quanto a motilidade espermatica e a integridade
de membranas. Para avaliagdo da motilidade
espermatica, foi utilizado o Sperm Class
Analyser® (SCA), versdo 4.0, da Microptic©
(Barcelona, Espanha). As amostras resfriadas
foram aquecidas em banho-maria a 37°C por
2min, uma gota de SuL foi colocada entre
lamina e laminula, previamente aquecidas a 37°C
e acondicionadas ao SCA. Os espermatozoides
foram classificados nas seguintes categorias:
maveis rapidos progressivos, maveis
progressivos totais e mdveis totais. Foram
avaliadas também a retilinearidade (STR) e a
linearidade (LIN) do movimento espermatico.

A integridade funcional da membrana plasmaética
da cauda dos espermatozoides foi avaliada pelo
teste hiposmético (HO), segundo a técnica
descrita por Kumi-Diaka (1993), utilizando-se
solugdo de 60mosmol de frutose em 4&gua
destilada. A porcentagem de células reativas ao
teste hiposmético foi corrigida segundo a
férmula proposta por Melo e Henry (1999).

A integridade estrutural da membrana plasmética
da cabeca e do acrossoma dos espermatozoides
resfriados foi avaliada pela técnica da
fluorescéncia, adotando-se os fluorocromos
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e o
iodeto de propidio (IP), segundo o protocolo de
Harrison e Vickers (1990), modificado por
Ziccari (1998). Os espermatozoides foram
classificados como: integros; lesados e
semilesados.

O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso com parcelas subdivididas, sendo o céo ou
0 pool de sémen o bloco, o tratamento a parcela,
e o dia a subparcela. As varidveis apresentaram
distribuicdo normal e foram comparadas pela
ANOVA, utilizando-se o teste de Tukey-Kramer
com nivel de significancia de 5%, no programa
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SAS, wversdo 2008. Os resultados
expressos como médiatdesvio-padréo.

foram

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tab. 1, que demonstra o efeito imediato da
renovacdo do meio diluidor sobre a motilidade
espermatica, observa-se que a motilidade
manteve-se constante nas amostras que sofreram
renovacdo do meio no sexto e no 12° dia, tanto
nos ejaculados individuais quanto nos pools de
sémen. A centrifugacdo e a ressuspensao no meio
original levaram a queda todos os parametros de
motilidade, tanto nos pools de sémen quanto nos
ejaculados individuais, com excecdo da

porcentagem de espermatozoides  rapidos
progressivos, cujos valores observados nos pools
antes e ap0s a centrifugacéo e a ressuspensdo no
meio original ndo diferiram.

A partir do dia 6, os valores médios dos
parametros de motilidade espermatica, tanto nos
pools de sémen quanto nos ejaculados
individuais, foram superiores no Tratamento 1
(Tab. 2). No entanto, s6 se observou diferenca
estatistica entre os tratamentos nos resultados
obtidos de ejaculados individuais, cuja média de
espermatozoides moveis totais foi superior no
Tratamento 1 nos quatro dias seguintes a
renovacéo do meio (Tab. 2).

Tabela 1. Média+desvio-padrdo da porcentagem de espermatozoides rapidos progressivos, progressivos
totais e mdveis totais de seis pools de sémen e seis ejaculados individuais caninos resfriados por 14 dias,
antes e ap0s o tratamento de centrifugacéo e ressuspensdo em meio diluidor recém-preparado (T-1: dias 6
e 12; T-2: dia 12), ou centrifugacdo e ressuspensdo no meio diluidor original (T-2: dia 6)

Dia 6 antes do Dia 6 ap6s o Dia 12 antes  Dia 12 ap6s
tratamento tratamento do 0 tratamento
tratamento
Pool 43,08+5,56 40,04+10,86 5,19+7,48 3,82+3,37
i TLI BRG yg174701 17854643 | 221+419  183+3.26
Rapidos Indiv.
Progressivos Pool 43,08 +556  36,87+12,74 | 3,51+3,99 543+3.95
T2 I'i’dalf, 1917a+7,91  12,65b+8,51 | 1,09+1,94  1,69+334
Pool 64,97+7,29 57,53+14,91 | 9,01+10,64  6,67+4,46
_ T-1 Ejac. 34,87 14,72  33,59+10,11 | 4,11+7,91 3,34+4,52
Progressivos Indiv.
Totais Pool | 64,97a+7,29  52,31b+1513 | 502+560  7,83+5,22
T2 Eda.f, 34,87a+14,72  21,1b+10,93 | 2,24+4,56 4,66+9,12
Pool 74,89+7,47 70,66+13,55 | 15,41+1450 13,83 +9,24
™ E]Jda.(\:, 57,04+15,07  55,40+14,18 | 9,53 +13,29  9,84+8,02
Movels Totais Pool 7489a+7,47  62,26b+13,86 | 12,95+13,59 17,02+12,42
" IIrE1Jci(\:/ 57,04a+15,07  36,25b+10,18 | 4,08+695  859+14,76

Médias marcadas com letras mintsculas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
T-1: sémen submetido a renovagao do meio diluidor a cada seis dias.
T-2: sémen submetido a renovagéo do meio diluidor ap6s 12 dias.

A renovacdo do meio diluidor ndo teve efeito
nem sobre o padrdo de motilidade dos
espermatozoides nem sobre a integridade de
membranas espermaticas do sémen, seja avaliado
na forma de pools ou de ejaculados individuais.

No presente trabalho, avaliou-se o efeito da
renovacdo do meio diluidor sobre a qualidade do
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sémen de seis cdes, sendo 0 sémen avaliado na
forma de ejaculados individuais e agrupado em
pools. Alguns pesquisadores argumentam que a
utilizacdo de pools de sémen facilita sua
manipulagdo, aumentando o volume de material
de trabalho e viabilizando algumas anélises,
além de melhorar os parametros estatisticos,
eliminando o efeito do individuo (Ponglowhapan

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.1, p.22-26, 2014



Ejaculados individuais...

et al., 2004; Verstegen et al., 2005;
Shahiduzzaman e Linde-Frosberg, 2007; Lopes
et al., 2009; Michael et al., 2009). No presente
trabalho, a formagédo de pools de sémen facilitou
sua manipulagdo, todavia tanto os desvios-padrdo
quanto os coeficientes de variacdo dos resultados
obtidos de pools foram semelhantes aos obtidos
de ejaculados individuais. Embora os ejaculados

individuais e os pools de sémen tenham reagido
de forma semelhante aos tratamentos de
renovacdo do meio diluidor, os primeiros
proporcionaram  resultados mais claros e
precisos, capazes de estabelecer diferengas entre
tratamentos ndo identificadas nos pools de
sémen.

Tabela 2. Média+desvio-padrdo da porcentagem de espermatozoides rapidos progressivos, progressivos
totais e mdveis totais de seis pools de sémen e seis ejaculados individuais caninos, resfriados por 14 dias e
submetidos a dois tratamentos de renovacdo do meio diluidor

Répidos Progressivos

Progressivos Totais

M0veis Totais

Pool Ejac. Indiv. Pool Ejac. Indiv. Pool Ejac. Indiv.
Dias T-1 T-2. T-1 T-2. T-1 T-2. T-1 T-2. T-1 T-2. T-1 T-2.
0 41,52+ 4152+ 39,90+ 39,90+ 73,71+ 73,71+ 6597+ 6597+ 86,80+ 86,80+ 86,75+ 86,75+
12,29 12,29 8,74 8,74 9,75 9,75 9,15 9,15 7,78 7,78 6,50 6,50
2 53,92+ 53,92+ 37,04+ 37,04+ 8044+ 80,44+ 6082+ 60,82+ 87,20+ 87,20+ 82,97+ 82,97+
5,96 5,96 9,26 9,26 4,54 4,54 13,03 13,03 2,03 2,03 7,89 7,89
4 4487+ 4487+ 33,79+ 33,79+ 7111+ 71,11+ 57,09+ 57,09+ 86,76+ 86,76+ 81,08+ 81,08+
11,93 11,93 6,66 6,66 13,05 13,05 11,83 11,83 7,54 7,54 5,79 5,79
6 43,08+ 43,08+ 19,17+ 19,17+ 64,97+ 64,97+ 34,87+ 3487+ 74,89+ 74,89+ 57,04+ 57,04+
5,56 5,56 7,91 791 7,29 7,29 14,72 14,72 7,47 7,47 15,07 15,07
8 3571+ 3127+ 10,79+ 8,69+ 5159+ 42,90+ 20,07+ 17,17+ 61,79+ 54,30+ 41,17a+ 29,07b+
4,41 16,09 6,80 10,91 7,35 17,48 12,16 14,75 10,12 18,46 15,75 16,21
10 19,91+ 19,98+ 538+ 295+ 3055+ 30,42+ 12,53+ 6,34+ 42,27+ 41,74+  26,26a+ 10,95b+
14,18 8,47 6,80 4,42 14,52 10,59 13,83 8,38 11,30 12,48 17,21 11,64
12 519+ 3,51+ 2,21+ 1,09+ 9,01+ 5,02+ 411+ 2,24+ 1541+ 1295+ 9,53+ 4,08+
7,48 3,99 4,19 1,94 10,64 5,60 791 4,56 14,50 13,59 13,29 6,95
14 095+ 0,11+ 0,87+ 0,46+ 1,53+ 0,11+ 1,60+ 071+ 593+ 130+ 8,59+ 4,03+
1,63 0,27 1,43 0,85 2,70 0,27 2,70 0,78 10,44 2,02 1,58 3,91

Meédias marcadas com letras mindsculas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
T-1: sémen submetido a renovagdo do meio diluidor a cada seis dias.
T-2: sémen submetido a renovagdo do meio diluidor apds 12 dias.

Embora em uma andlise global os resultados
obtidos de ejaculados individuais e pools de
sémen tenham evidenciando o mesmo efeito
benéfico da renovacdo do meio sobre a
manutencdo dos espermatozoides resfriados, 0s
resultados obtidos dos ejaculados individuais
foram mais claros e precisos, sendo capazes de
estabelecer, em alguns parametros de motilidade,
diferencas entre tratamentos ndo identificadas
nos pools de sémen.

Na formacdo de pools de sémen, mais do que
agrupamento de espermatozoides, sdo agrupadas
proteinas e outros componentes, cuja interacao e
efeito sobre a criorresisténcia espermética ainda
ndo sdo esclarecidos. Especula-se que algumas
proteinas componentes do plasma seminal, como
as proteinas com afinidade pela heparina, tém
papel fundamental no processo de capacitacdo
espermatica e também influenciam a resisténcia
dos espermatozoides a criopreservagao, podendo
estar relacionadas com as diferencas individuais

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.1, p.22-26, 2014

na criorresisténcia do sémen (Manjunath et al.,
2002; Moore et al., 2005; Souza et al., 2007). A
variabilidade na qualidade do sémen e na
resisténcia a criopreservacdo é uma caracteristica
inerente a espécie canina (Threlfall, 2003;
Kutzler, 2005). Se, por um lado, o agrupamento
de ejaculados em pools pode diminuir a
variabilidade de respostas e melhorar 0s
parametros estatisticos, por outro corre-se 0 risco
de se perderem detalhes individuais relevantes.

Diferencas entre individuos na qualidade do
sémen e na resisténcia a criopreservacdo é uma
caracteristica reprodutiva inerente a espécie
canina (Threlfall, 2003; Kutzler, 2005). Se, por
um lado, o agrupamento de ejaculados em pools
pode eliminar o efeito do individuo e, assim,
melhorar os parametros estatisticos, por outro
corre-se 0 risco de se perderem informacdes
importantes acerca da variabilidade individual de
respostas.
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CONCLUSAO

A formacdo de pools de sémen simplificou sua
manipulagdo principalmente no que diz respeito
ao aumento do volume do material de trabalho.
No entanto, embora o0s resultados obtidos de
ejaculados individuais e pools de sémen tenham
evidenciando o mesmo efeito benéfico da
renovacdo do meio sobre a manutencdo dos
espermatozoides resfriados, os resultados obtidos
dos ejaculados individuais foram capazes de
estabelecer diferencas entre tratamentos nédo
identificadas nos pools de sémen.
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