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RESUMO

Queixada (Tayassu pecari) € um mamifero neotropical, classificado como vulneravel devido & caca e a
destruicdo de seu habitat. Em razdo das dificuldades na reproducdo em cativeiro, técnicas de reproducédo
assistida podem ser aplicadas em programas de repovoamento da espécie. Dessa forma, objetivou-se identificar
0 melhor protocolo de teste hiposmdtico (HOST) para avaliar a integridade funcional dos espermatozoides de
queixada. O sémen de quatro machos adultos foi coletado com auxilio de eletroejaculador ap6s contengdo
fisica e protocolo de sedagdo e anestesia. O sémen foi avaliado quanto as caracteristicas macro e microscopicas
e diluido nas seguintes solugBes hiposméticas: 4gua destilada (OmOsmol/L), sacarose (50, 100, 150mOsm/L) e
frutose (50, 100, 150mOsm/L). Cada amostra foi incubada em duplicata, e uma sofreu fixagcdo em solucdo de
citrato de sdédio formolizado a 4%. Duzentos espermatozoides foram avaliados por amostra e classificados em
reativos ou ndo ao HOST. Todas as solucOes testadas foram semelhantes em identificar o percentual de
espermatozoides reativos, independentemente de a amostra ser ou ndo fixada (P>0,05). Dessa forma, pode-se
usar agua destilada como HOST por este apresentar resultados similares e por ser um teste mais barato.

Palavras-chave: queixada, sémen, teste hiposmotico
ABSTRACT

White-lipped peccary (Tayassu pecari) is a neotropical mammal classified as vulnerable due to overhunting
and habitat destruction. Due to the low reproduction success in captivity, assisted reproduction techniques can
be used in re-stocking programs. Therefore, we aimed to identify the best hyposmotic swelling test (HOST) to
evaluate the functional integrity of peccary sperm. Semen samples of four adult males were collected with the
aid of an electroejaculator after physical contention, sedation and anesthesia protocols. The semen was
evaluated for macro and microscopic characteristics and diluted in the following hyposmotic solutions:
distilled water (OmOsmol/L), sucrose (50, 100, 150mOsm/L) and fructose (50, 100, 150mOsm/L). Each sample
was incubated in duplicate and one was fixed in 4% formalized sodium citrate solution. Two hundred
spermatozoa were evaluated from each sample and classified as reactive or not- reactive to HOST. There were
similar proportions of reactive and functional sperm regardless of whether the sample was fixed or not fixed
(P> 0.05). Therefore, distilled water can be used as HOST to evaluate the functional integrity of white-lipped
peccary sperm because it shows similar results and it is a cheaper test.

Keywords: white-lipped peccary, semen, hyposmotic test

INTRODUCAO queixadas em cativeiro para programas de
repovoamento (Nogueira et al., 2017). Porém, a
O queixada (Tayassu pecari) € um mamifero fertilidade do reprodutor criado em cativeiro
neotropical ameacado de extingdo devido a caga precisa ser conhecida, pois alguns machos
e a destruicdo de seu habitat, sendo classificado apresentam infertilidade (Sowls, 1997), a fim de
como vulneravel pela Unido Internacional para permitir a adocdo de técnicas apropriadas de
Conservacao da Natureza (IUCN) (Keuroghilian reproducdo assistida.
et al., 2013). Para reverter esse processo, estdo
sendo realizadas tentativas de criacdo de Uma das caracteristicas esperméticas que devem

ser mantidas para gerar bons resultados quando
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da utilizacdo de técnicas de conservacdo de
sémen para reproducao assistida € a integridade
de membrana plasmética (Perez-Llano et al.,
2001). A integridade da membrana esta
envolvida em varios processos fisiolégicos de
manuten¢do e sobrevivéncia dos
espermatozoides no sistema genital feminino
(Gwathmey et al., 2006). Além disso, atua como
uma barreira seletiva entre os componentes dos
ambientes intracelular e extracelular,
participando do processo de capacitacdo
espermatica, da reacdo acrossomal, da ligacdo
com a zona pellcida e da fusdo dos gametas
(Mocé e Graham, 2008).

Para avaliacdo da funcionalidade da membrana
plasméatica do  espermatozoide  humano,
Jeyendran et al. (1984) desenvolveram um teste
em que a célula era submetida a diferentes
osmolaridades. Observaram que 0s
espermatozoides diluidos em solucfes com baixa
osmolaridade, para atingirem o equilibrio
osmotico entre 0s meios extra e intracelular,
sofriam turgidez pela entrada de agua na célula.
O transporte de fluido por meio da membrana era
percebido pela resposta de dobramento e ou
enrolamento da cauda, indicando integridade e
funcionalidade da membrana (Neild et al., 1999).
Por isso, o teste foi denominado de hiposmoético
(HOST).

O HOST é um dos métodos mais simples e
rapidos para avaliar a funcionalidade da
membrana plasmatica dos espermatozoides.
Além disso, o teste é bom preditor de fertilidade,
jd que a fertilizacdo in vivo do odcito ndo
acontece se a membrana plasmatica do
espermatozoide estiver biogquimicamente inativa
(Perez-Llano et al., 2001; Padrik et al., 2012).
Correa et al. (1997) descreveram uma alta
correlacdo entre o percentual de espermatozoides
funcionalmente integros e a fertilidade. Por isso,
0 HOST pode ser utilizado como um método
complementar na analise da potentia generandi
de um reprodutor (Padrik et al., 2012).

Estudos com HOST para avaliar a integridade
funcional da membrana de espermatozoides ja
foram descritos em espécies das familias Suidae
e Tayassuidae, como nos suinos domésticos
(Lechniak et al., 2002), javalis (Sus scrofa)
(Rodriguez-Gil e Rigau, 1996) e catetos (Pecari
tajacu) (Santos et al., 2013) devido ao interesse
na producdo animal. Entretanto, na literatura
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consultada, ndo existe relato da aplicacdo do
HOST em queixada. Portanto, objetivou-se
definir qual a melhor solugdo e osmolaridade
para avaliar a integridade funcional dos
espermatozoides de queixada, tendo em vista o
potencial desses animais de serem utilizados em
criatorios comerciais para producdo de proteina
animal de qualidade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro queixadas, machos,
adultos, com peso médio de 37,8+4,8kg, do
criadouro cientifico de animais silvestres da
Universidade Estadual de Santa Cruz (Uesc),
Ilhéus, BA, Brasil (14° 47' 47" S; 39° 10' 20" O).
Os animais foram alocados individualmente em
baias metabdlicas com 11,3m% Nesses recintos,
eles foram alimentados duas vezes ao dia, com
dieta composta pela mistura de milho, farelo de
soja e suplementos minerais, proporcionando
120g/kg de proteina bruta e 14,5MJ/kg de
energia digestivel, com base na matéria seca,
seguindo as recomendacdes de Nogueira-Filho et
al. (2014), e &gua fornecida ad libitum. Os
protocolos experimentais aplicados no presente
estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (Ceua — Uesc), protocolo n°.
031/16.

Para a coleta de sémen, os animais foram
contidos com auxilio de puca e submetidos ao
protocolo anestésico, com associacdo de
acepromazina e cetamina depois de jejum
alimentar por 12 horas e hidrico por seis horas.
Foi administrada acepromazina, na dose de
0,2mg/kg, por via intramuscular (IM), e
cetamina, na dose de 5mg/kg, por via IM,
conforme descrito por Kahwage et al. (2010),
que realizaram procedimentos similares para
coleta de sémen de cateto, um pecari da mesma
familia (Tayassuidade) e com caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas similares as do
queixada (Sowls, 1997).

Depois de anestesiados, cinco minutos antes da
coleta, foram administrados 5UI de ocitocina por
via intravenosa (IV). Como método de coleta, foi
utilizado um  eletrogjaculador ~ (modelo
Eletrogen®), dotado de probe com dois eletrodos
lineares conectados a uma fonte de 12V, usando-
se 0 protocolo descrito para catetos (Castelo et
al., 2010). Foi obtido um ejaculado por animal,
totalizando quatro ejaculados para o estudo, 0s
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quais foram acondicionados em tubos plasticos
previamente identificados. Transcorrida a coleta,
as amostras foram colocadas em banho-maria a
temperatura de  37°C, para avaliacdo
macroscopica e microscopica do sémen. O
volume de sémen foi registrado em pL, com
auxilio de micropipeta de volume ajustavel, e a
concentracdo espermatica foi avaliada por meio
da cAmara de Neubauer.

Os parametros de movimento espermatico foram
avaliados por sistema computadorizado. Os
padrdes utilizados para o ajuste do equipamento
foram baseados nas recomendag6es do programa
Sperm Class Analyser® (Microptics S.L, v.5.2,
Barcelona, Espanha) para andlise de
espermatozoides de suino, descritas a seguir: 25
imagens / segundo com 25Hz; tamanho de
particula capturado entre 10 e 80pm/m’;
espermatozoides considerados iméveis <10um/s,
lentos <25um/s, médios > 25um/s e < 45pm/s e
rapidos acima de 45um/s. Foram avaliados os
seguintes parametros seminais: motilidade total
(MT), motilidade progressiva (MP), velocidade
curvilinear (VCL), velocidade linear progressiva
(VSL) e velocidade meédia do trajeto (VAP),
expressas em micrémetros por segundo (Um/s).

Para avaliacdo da morfologia espermética, uma
amostra de sémen fresco de todos os animais foi
fixada em citrato de sodio formolizado a 4%
antes do HOST. Essas avaliaces foram
realizadas em microscopio de contraste de fase
(x1000), em preparagdo Umida entre lamina e
laminula. Foram avaliadas 200 células e
classificadas de acordo com a regido da alteragdo
morfol6gica encontrada no espermatozoide.

Para estabelecer o melhor protocolo de HOST
para queixada, foram testadas as seguintes
solugdes e osmolaridades: &gua destilada
(OmOsmol/L), sacarose (50, 100, 150mOsmol/L)
e frutose (50, 100, 150mOsmol/L). Em todos os
grupos experimentais, foram adicionados 10uL
de sémen em 90uL de solugdo hiposmotica, que
foi incubada em banho seco a 37°C por 40
minutos (Santos et al., 2013). Com o intuito de
verificar o efeito da solugdo fixadora no
percentual de reativos ao HOST, as amostras
foram feitas em duplicatas para todos os grupos
experimentais, sendo uma de cada tratamento
fixada apos o periodo de incubagdo com 45uL de
citrato de sédio formolizado a 4%.
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Apo6s o periodo de incubacdo, a leitura do
percentual de reativos ao HOST das amostras
fixadas e ndo fixadas foi realizada em
microscopio  6ptico comum  (Microscopio
Olympus® CX21) por trés diferentes técnicos, na
objetiva de imersdo (x1000), em preparacdo
Umida entre Iamina e laminula, coradas com rosa
bengala a 3%. Um total de 200 espermatozoides
foram avaliados em pelo menos cinco campos e
classificados em reativos ou ndo reativos ao
HOST, com base na presenca ou auséncia de
caudas dobradas e/ou enroladas, respectivamente
(Jeyendran et al., 1984). Para calculo do
percentual de espermatozoides com membrana
funcionalmente integra, foi empregada a formula
descrita por Melo e Henry (1999), em que a
porcentagem de espermatozoides com defeitos
de cauda (com base na avaliagdo da morfologia)
foi subtraida da porcentagem de espermatozoides
reativos ao HOST.

Para andlise estatistica, foi usado o delineamento
de blocos ao acaso, considerando cada individuo
como um bloco. Foi aplicada ANOVA para
comparar o percentual de espermatozoides
funcionalmente integros entre as solucdes
testadas. Todos os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade foram testados e estavam
adequados. Foi aplicado o teste de correlagdo de
Spearman para verificar a existéncia de
correlacdo entre a funcionalidade da membrana
(percentual de integros obtidos no HOST) com
0s parametros seminais analisados. Todas as
analises foram feitas com o auxilio do R Core
Team (2016).
RESULTADOS

Os ejaculados apresentaram volume médio de
375,0uL e concentracdo média de 885,25 x 10°
espermatozoides/mL. Os espermatozoides de
queixada apresentaram motilidade total média de
66,4 (+ 25,4) %, motilidade progressiva média de
30,7 (= 27,0) %, VCL média de 42,7 (+ 15,8)
pm/s, VSL média de 14,5 (+ 10,0) um/s, VAP
média de 23,4 (+ 12,8) pm/s.

O percentual médio de espermatozoides
morfologicamente normais foi de 69,0 (+ 12,9)
%. O percentual médio de alteracBes
morfolégicas encontradas por regido do
espermatozoide foi de: 0,0 no acrossoma, 1,9 (+
1,9) % na cabega, 7,6 (£ 55) % de gota
citoplasmatica proximal, 6,5 (+ 5,2) % de gota
citoplasmatica distal, 0,5 (£ 0,5) % na peca
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intermediéaria, 0,75 (x 0,9) % na peca principal,
0,25 (+ 0,5) % na pega terminal e 13,5 (x 22,3)
% envolvendo a cauda como um todo. N&o
foram observadas diferencas (P>0,05) no
percentual de espermatozoides reativos ao HOST
entre as solugdes hiposmaticas, a osmolaridade e
a fixacdo ou ndo em citrato de sddio formolizado
a 4% testadas para avaliar a integridade

funcional dos espermatozoides de queixada (Tab.
1). N&o foram observadas correlagbes entre o
HOST com diferentes solugdes hiposméticas e a
MT (r= 0,40, P>0,05), a MP (r= 0,00, P>0,05), a
VCL (r= 0,40, P>0,05), a VSL (r= 0,40, P>0,05),
a VAP (r= 0,00, P>0,05) e os espermatozoides
morfologicamente normais (r= 0,80, P>0,05).

Tabela 1. Efeito da solucdo, da osmolaridade, da fixacdo ou ndo em citrato de sodio formolizado a 4% na
integridade funcional dos espermatozoides de queixada avaliados pelo HOST

Sem fixagdo em citrato de sddio formolizado a 4%

HOST Osmolaridade

Funcionalmente Intervalo de confianca

(mOsmol/L) integros a0 HOST (%) de 95%
Agua destilada 0 36,0 (25,93; 46,07)
50 36,1 (26,06; 46,19)
Sacarose 100 24,2 (14,13; 34,27)
150 28,6 (18,56; 38,69)
50 35,0 (24,93; 45,07)
Frutose 100 30,0 (19,93; 40,07)
150 38,4 (28,31; 48,44)
Com fixacgéo em citrato de sddio formolizado a 4%
Agua destilada 0 36,8 (26,68; 46,82)
50 27,9 (17,81; 37,94)
Sacarose 100 30,1 (20,06; 40,19)
150 20,4 (10,31; 30,44)
50 37,0 (26,93; 47,07)
Frutose 100 21,8 (11,68; 31,82)
150 23,3 (13,18; 33,32)

Na Fig. 1, é possivel visualizar o0s
espermatozoides reativos, com reflexdo distal de
peca intermedidria, e 0s ndo reativos ao HOST,

apresentando a cauda reta.
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Figura 1. Espermatozoides de queixada (a) nédo
reativos e (b) reativos ao teste hiposmético.
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DISCUSSAO

Né&o foi verificada superioridade entre 0 HOST
com &gua destilada (OmOsmol/L) ou solucGes de
sacarose e frutose (50, 100 e 150mOsmol/L),
fixadas ou ndo em citrato de sédio formolizado a
4%, sobre o percentual de espermatozoides de
queixadas reativos e funcionalmente integros.
Esse resultado é indicativo de que o0s
espermatozoides de queixada respondem a
diferentes tipos de soluges hiposmaticas a base
de acucares, bem como a agua destilada e a
diferentes osmolaridades. Os valores encontrados
no presente estudo de reativos ao HOST ficaram
entre 20,40% e 38,40%, sendo superiores aos
achados de Samardzija et al. (2008), que
encontraram valores médios de 16,96%, e
similares aos achados de Lechniak et al. (2002),
de 34,68%, ambos em pesquisas com suinos
domeésticos.

Nao foram encontrados outros relatos na
literatura sobre qual protocolo deve ser
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empregado para avaliar a integridade funcional
dos espermatozoides de queixada, embora Santos
et al. (2013) tenham descrito diferentes soluc6es
para avaliarem a integridade funcional dos
espermatozoides de cateto e relatado o uso de
agua destilada (OmOsmol/L) e de solucbes de
frutose com osmolaridade de 50, 100, 150 e
200mOsmol/L, sem fixacdo em formol. No
presente estudo, foi possivel verificar que os
espermatozoides de queixada apresentaram
resposta  ao HOST  semelhante  aos
espermatozoides do cateto, até a osmolaridade
testada, que variou de 0 a 150mOsmol/L.
Percebe-se que 0s espermatozoides dos
Tayassuidae (queixadas e catetos) podem ser
submetidos a uma ampla faixa de osmolaridade
quando comparados aos espermatozoides dos
suinos domésticos, os quais respondem melhor
guando  incubados em  solugbes com
osmolaridade de 100mOsmol/L preparadas com
frutose (Matson et al., 2009).

Né&o foi verificada redugdo linear significativa do
percentual de espermatozoides funcionalmente
integros em decorréncia do aumento da
osmolaridade (0, 50, 100 e 150mOsm/L) da
solugdo hiposmética, como relatado por Santos
et al. (2013), que observaram redugdo expressiva
do percentual de funcionalmente integros quando
aumentaram a osmolaridade da solugdo de 150
para 200mOsmol/L. Para os suinos domésticos, o
percentual maximo de reativos ao teste ocorre
em amostras incubadas em solucdo de
100mOsmol/L em comparagdo com solucGes de
75 ou 125mOsmol/L (Matson et al., 2009). Isso é
indicativo e reafirma que os espermatozoides dos
Tayassuidae possuem maior tolerancia a variacdo
de osmolaridade da solucdo do que o0s
espermatozoides de suinos.

Como nédo houve diferenca significativa entre as
solugdes hiposmoticas, a agua destilada podera
ser usada como teste de escolha, pois ndo havera
necessidade de diluicdo com nenhum soluto e
dosagem de osmolaridade. Por isso, o teste
hiposmotico com 4&gua destilada apresenta a
vantagem de baixo custo e facil manuseio,
comparado ao emprego do HOST usando
solucbes a base de aglcares convencionalmente
utilizadas (Quintela et al., 2010) ou mesmo a
base de eletrdlitos.

Em garanhdes, a 4gua destilada provou ser mais
eficaz do que outras solugdes a base de agucar
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para deteccdo da integridade funcional de
espermatozoides (Dell'Aqua et al., 2002), e
também é possivel identificar maior porcentagem
de espermatozoides com cauda fortemente
enrolada, reacdo ao HOST mais facil de ser
identificada na microscopia (Snoeck et al.,
2014). Além disso, a membrana do
espermatozoide equino apresenta alta
permeabilidade a 4gua, devido a presenca de uma
membrana porosa e canais de agua (Neild et al.,
1999), o que pode explicar a superioridade dos
testes de avaliacdo de integridade funcional da
célula usando a agua destilada, embora ainda ndo
seja possivel especular que essas caracteristicas
estejam presentes nos espermatozoides de
Tayassuidae.

Estudos relataram uma variacdo individual
acentuada na resposta ao HOST em suinos, o que
¢ atribuido a diferencas na composic¢do,
funcionalidade e resisténcia dos espermatozoides
(Pérez-Llano et al., 2001). Peixoto et al. (2012)
relataram a existéncia de grande variacdo de
qualidade seminal entre individuos e entre
ejaculados do mesmo individuo depois da
avaliagdo do sémen fresco de cateto. Essa
variagdo individual também foi percebida no
sémen coletado dos queixadas, e isso influencia
no resultado do percentual de reativos ao HOST,
tendo em vista que ejaculados com qualidade
ruim e alto percentual de alteragdes morfoldgicas
de cauda podem resultar em baixo percentual de
espermatozoides considerados funcionalmente
integros.

N&do foi verificada influéncia da fixacdo em
citrato de sbédio formolizado nas amostras
analisadas, 0 que indica que as amostras podem
ser avaliadas imediatamente ap6s a incubacdo ou
em outro momento apés a fixacdo delas em
solugdo contendo formaldeido. O formaldeido
possui rapida penetracdo no interior das células e
atua desnaturando as proteinas presentes na
membrana plasmatica (Mason e O’Leary, 1991).
Essa desnaturacdo proteica promove alteracbes
na permeabilidade da membrana, dificultando ou
impedindo o transporte de agua para o interior da
célula (Zhu et al., 2002). Com base neste
mecanismo de a¢do, a reagdo hiposmoética foi
interrompida quando as amostras incubadas
passaram pela fixacdo em solucdo de citrato de
sodio formolizado a 4% e, por isso, ndo foi
observada superioridade do HOST fixado sobre o
HOST nédo fixado, principalmente porque a
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leitura do percentual de reativos foi realizada
imediatamente apds a incubagcdo nas duas
amostras, antes ou depois da fixagéo.

A fixacdo em solugdo de citrato de sodio
formolizado a 4% ndo influenciou negativamente
o0 percentual de espermatozoides funcionalmente
integros obtidos pelo HOST, corroborando os
achados de Alves et al. (2005), que também ndo
encontraram esse efeito sobre o percentual de
integros nos espermatozoides equino. Outros
estudos mostraram que a fixacdo espermatica
causa a reducdo do comprimento da cabeca do
espermatozoide humano em aproximadamente
15% (Katz et al., 1986) e do espermatozoide
equino em 20% (Ball e Mohammed, 1995),
embora Salviano et al. (2011) ndo tenham
encontrado esse efeito quando estudaram
espermatozoides de caprino. No entanto, ¢é
importante ressaltar que o HOST avalia as
modificacfes de cauda e ndo da cabega. Vale
salientar que a fixacdo das amostras permite que
elas sejam avaliadas em momento oportuno e
ndo de forma imediata, como ocorre com as
amostras que foram somente incubadas na
solucdo hiposmética. Registra-se que é possivel
utilizar a mesma diluicdo sémen:solucdo, as
mesmas solu¢des hiposméticas e 0 mesmo tempo
de incubacdo utilizado no HOST que avalia a
funcionalidade de membrana de cateto (Santos et
al., 2013).

No presente estudo, ndo foram observadas
correlagbes significativas entre o HOST e os
pardmetros seminais de movimento e morfologia
espermatica, corroborando com os resultados de
Santos et al. (2013), no estudo de HOST em
catetos, e por Perez-Llano et al. (2001), em
suinos domeésticos. Por outro lado, Perez-Llano
et al. (2001) relataram haver correlagdo entre o
HOST e a fertilidade in vivo em suinos
domésticos. Dessa forma, a existéncia de
correlacdo entre 0 HOST e a fertilidade deve ser
investigada na familia Tayassuidae.

CONCLUSAO

A avaliagdo da integridade funcional da
membrana plasmatica dos espermatozoides de
queixada pode ser realizada com testes
hiposméticos, utilizando-se solugdes preparadas
com sacarose ou frutose entre 50 e
150mOsmol/L e &gua destilada com ou sem
fixacdo em citrato de sddio formolizado a 4%.
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Os resultados obtidos no presente estudo,
contudo, indicam a possibilidade do uso apenas
de agua destilada por apresentar resultados
similares e ser um teste mais barato e ndo
necessitar de avaliagdo da osmolaridade da
solucéo.
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