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RESUMO

Ramos, JLGR. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, marco de 2018.
Taxa de fertilizacdo do sémen canino contaminado com urina apOs processo de

descontaminacao. Professora orientadora: Isabel Candia Nunes da Cunha.

O avango das biotecnologias de reproducdo assistida tem despertado grande interesse da
comunidade cientifica no que concerne a preservacdo de espécies carnivoras ameagadas de
extincdo. Desde entdo, o desenvolvimento de biotecnologias utilizando animais domesticos
filogeneticamente préximos, como modelo experimental, tem ganhado destaque. O céo
doméstico vem desempenhando importante papel, permitindo a pesquisa, 0 aprimoramento e a
aplicabilidade dessas tecnologias as espécies silvestres ameagadas. Neste trabalho objetivou-
se estudar os efeitos que a urina promove sobre o ejaculado e possibilitar, ap6s uma
metodologia de descontaminacdo, o aproveitamento deste ejaculado na reproducdo. O
trabalho foi didaticamente e cronologicamente dividido da seguinte forma: Primeiramente
realizado um estudo bibliométrico sobre o tema “sémen de cdo” no periodo de 2005 a 2014,
com objetivo de apresentar os principais indicadores bibliométricos e assim determinar a
importancia do tema a ser estudado, sendo observado a relevancia do tema no Mundo e no
Brasil demonstrado pelo interesse nas publicacbes e crescimento anual nas taxas de
publicacGes sobre o tema; em um segundo momento foi avaliado o efeito da urina sobre
espermatozoide em diferentes tempos (0, 15, 30, 45 e 60 min) e sob diferentes temperaturas
de armazenamento (37°C e 5°C) com objetivo de obter parametros para promover possiveis
protocolos de descontaminagdo, observou-se neste estudo que o tempo méaximo entre a
coleta e a descontaminacdo de uma amostra de sémen contaminada com urina ndo deve
ultrapassar os 30 minutos, e ainda, que a amostra contaminada deve ser mantida resfriada até
0 momento da descontamina¢do; em um terceiro momento foi submetido amostras
contaminadas com urina a processo de descontaminacdo associando temperatura (37°C x 5°C)
— filtragem (Sperm Filter®) x centrifugacdo) — diluidor (Formulado x comercial - Botu
Turbo®) onde observamos que a centrifugacéo e filtragem sdo similares e a associacao entre
0 diluidor comercial (Botu-Turbo®) e a manutencdo das amostras resfriadas (5°C)
proporcionam melhores resultados quanto a obtencdo de células espermaticas de melhor
qualidade; em um dltimo trabalho (relato de caso) foi avaliado a aplicabilidade da técnica de

descontaminacdo que associava a manutencdo da amostra refrigerada (5°C) com uso da



filtragem com Sperm Filter® e ressuspengdo do material em diluidor comercial (Botu-
Turbo®) em ejaculado de um cdo urospérmico, sendo utilizado esse sémen apos
descontaminacdo em protocolo de IA de duas cadelas de raca Pug. Como resultado
verificamos que o processo de descontaminacdo possibilitou a obtencdo de células

espermaticas viaveis que promoveram a fertilizagdo e por consequéncia gestacao das cadelas.

Palavras chave: sémen de cdes, contaminacdo sémen, descontaminacao sémen, reproducao.



ABSTRACT

Ramos, JLGR. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, February, 2018.
Fertilization rate of canine semen contaminated with urine after decontamination. Teacher:

Isabel Candia Nunes da Cunha.

The advancement of assisted reproduction biotechnologies has aroused great interest from the
scientific community regarding the preservation of carnivorous species threatened with
extinction. Since then, the development of biotechnologies using phylogenetically close
domestic animals, as an experimental model, has gained prominence. The domestic dog has
played an important role, allowing the research, the improvement and the applicability of
these technologies to the threatened wild species. The objective of this study was to study the
effects that urine promotes on ejaculate and to enable, after a decontamination methodology,
the use of this ejaculate in reproduction. The paper was divided into the following sections:
Firstly, a bibliometric study was carried out on the theme "dog semen™ from 2005 to 2014, in
order to present the main bibliometric indicators and thus determine the importance of the
subject to be studied, being observed the relevance of the theme in the World and in Brazil
demonstrated by the interest in the publications and annual growth in the rates of publications
on the subject; the effect of urine on spermatozoa at different times (0, 15, 30, 45 and 60 min)
and under different storage temperatures (37 °© C and 5 ° C) was evaluated in order to obtain
parameters to promote possible decontamination protocols, it was observed in this study that
the maximum time between collection and decontamination of a sample of semen
contaminated with urine should not exceed 30 minutes, and also that the contaminated sample
should be kept cooled until the time of decontamination ; in a third moment, samples
contaminated with urine were submitted to a decontamination process associating temperature
(37 ° C x5 ° C) - filtration (Sperm Filter®) - centrifugation) - diluent (Formulated X
commercial - Botu Turbo®) where we observed that the centrifugation and filtration are
similar and the association between the commercial diluent (Botu-Turbo®) and the
maintenance of the cooled samples (5°C) provide better results in obtaining better quality
sperm cells; in a last work (case report) the applicability of the decontamination technique
associated with the maintenance of the refrigerated sample (5 ° C) with the use of Sperm
Filter® filtering and resuspension of commercial thinner material (Botu-Turbo®) in ejaculate

of a urospermic dog, and this semen was used after decontamination in Al protocol of two
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Pug bitches. As a result, we verified that the decontamination process allowed to obtain viable
sperm cells that promoted the fertilization and consequently gestation of bitches.

Keywords: semen of dogs, semen contamination, semen decontamination, reproduction.
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1. INTRODUCAO

Durante muito tempo, as pesquisas na area de biotecnologia da
reproducdo se restringiram a estudos com animais de producdo e somente a partir da
década de 90, com o interesse na preservacao da biodiversidade € que a espécie canina
mereceu maior atencdo, aspecto este proporcionado pelo fato da espécie canina
constituir-se modelo experimental para canideos ameacados de extingdo, dentre eles o
lobo-guard (Chrysocyon brachyurus), cachorro-do-mato vinagre (Spheothos venaticus),
e a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), espécies da fauna brasileira.

As biotécnicas reprodutivas mais utilizadas na reproducéo assistida em cées sdo
a inseminacao artificial (MAKLOSKI, 2012) e a preservacdo do sémen (MADEIRA et
al., 2010). Esta ultima tem sido realizada de duas maneiras: por meio do resfriamento
(WITTAYARAT et al., 2012), que objetiva a utilizagdo do sémen a curto prazo, e da
congelacdo (FUTINO et al.,, 2010), que manttm o sémen viavel por tempo
indeterminado.

A utilizacdo da inseminacdo artificial (IA) na espécie canina tem sido bastante
utilizada na atualidade, contudo séo necessarios maiores conhecimentos e controle dos
fatores que podem influenciar seu sucesso. Assim, diversos estudos sdo conduzidos
visando encontrar metodologias de preservacdo de gametas que permitam uma perda
minima da qualidade do sémen, maior eficacia na determinacdo do momento ideal para
a inseminacdo e utilizacdo de uma via eficiente e de menor risco ao animal
(CHIRINEA, et. al., 2006, THOMASSEN E FARSTAD, 2009, HORI, et. al. 2011 e
HAYASHI et. al. 2013).

Cada espécie tem sua particularidade quanto a obtencdo e congelamento de
gametas. Nos canideos € relatada a contaminacdo por urina, seja pela emissdao de urina
junto com o sémen (urospermia), ou pela ejaculacdo em direcdo a bexiga (ejaculagdo
retrograda), que pode ocorrer tanto na monta natural, na coleta por estimulacdo peniana
ou durante a eletro-ejaculagdo (CAZES, 2006 e SANTOS et al. 2011).

Quando os espermatozoides sdo submetidos a um ambiente contaminado por
urina, a primeira alteracdo a ser percebida é a reducdo na motilidade (MAKLER et al.,
1981; GRIGGERS et al., 2001, SANTOS, et al. 2011).

As técnicas para contornar os efeitos deletérios da urina sobre o espermatozdide

podem ser pré ou pds-ejaculatérias. Em técnicas pos-ejaculatorias usa-se a
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centrifugacdo do sémen contaminado por urina (GRIGGERS et al., 2001; NICOLAS et
al., 2011, SANTOS, 2011), diluidores que reduzem as perdas da viabilidade
espermatica, como o meio Cheng em humanos, que contém NaCl, KCI, CaCl2,
NaHCO3 e glicose (TSAI et al., 1990), ou pelo uso de diluidor a base de leite, em
equinos (GRIGGERS et al., 2001). Santos et al., (2005) sugerem que a diluicdo e a
lavagem com o diluidor Kenney das amostras contaminadas de cdes podem ajudar a
restaurar a motilidade progressiva dos espermatozodides.

Estudos com sémen canino contaminado com solucBes de ringer simples com
concentragdes < 25% de urina e resfriado com o diluidor Kenney demonstraram que os
espermatozéides permanecem vidveis por pelo menos 24h apds contaminacdo e
lavagem (SANTOS et al 2011).

A associacdo da criopreservacdo e a IA por via intrauterina (IAIU) fica reservada
para casos particulares, onde a via vaginal poderia comprometer os resultados da IA,
como, por exemplo, na utilizagdo de uma amostra de sémen congelado com baixa
qualidade pds-descongelacdo (SILVA, 1995, GOMES-ALVES et al. 2014). Segundo
Johnston et al. (2001), a IAIU pode ainda ser utilizada como uma alternativa para
melhorar as taxas de fertilidade de machos oligospérmicos, ou seja, com um baixo
ndmero de espermatozéides no ejaculado, além de casos de sémen oriundo de
eletroejaculacdo para congelamento e que sofrem contaminacgdo por urina (SANTOS et
al., 2011).

No trabalho com animais em via de extin¢do, toda amostra de sémen colhida
deve ser aproveitada bem como devemos priorizar 0 uso de técnicas minimamente

invasivas para rapida execucgdo e sucesso reprodutivo.
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2 . JUSTIFICATIVA

O conhecimento produzido pelas pesquisas tem que ser transformado em
informacdo acessivel para a comunidade cientifica e geral. Portanto esta é desenvolvida
em um contexto de troca. A publicacdo dos resultados de pesquisa tem trés objetivos:
divulgar descobertas cientificas, salvaguardar a propriedade intelectual e alcancar a
fama (SANTOS; KOBASHI, 2009, p.1, MESQUITA et al., 2006, p. 18).

A publicacdo é para a maioria daqueles que atuam na pesquisa, ndo s6 um
indicador, mas o produto final de todo um esforco criativo. Dessa forma, qualquer
contribuicdo s6 é reconhecida apo6s ser publicada, julgada e incorporada, de alguma
maneira, aos conhecimentos ja existentes. O ciclo do conhecimento s6 se completa ap6s
a aceitacdo da descoberta por outros cientistas da mesma area e isso se da pela
publicacéo.

Os estudos para obtencdo e conservacdo de gametas tém sido utilizados para
reproduzir artificialmente animais de producéo, companhia e selvagens. Assim, diversos
estudos sdo conduzidos visando encontrar metodologias de preservacdo de gametas que
permitam uma perda minima da qualidade do sémen, maior eficacia na determinacéo do
momento ideal para a inseminagéo e utilizagdo de uma via de inseminagao eficiente e de
menor risco ao animal (HORI et al., 2011; HAYASHI et al., 2013; ROMAGNOLI, S. e
LOPATE, 2014).

A contaminacdo do sémen com urina reduz a fertilidade espermatica,
comprometendo assim a fertilizacdo. Esta contaminagcdo ocorre naturalmente em
canideos por retroejaculacdo e ejaculacdo acompanhada de miccdo (ROMAGNOLI,
1999; WATSON E HOLT, 2001; SILVA et al., 2004), ou durante o procedimento de
eletroejaculacdo (NEWELL-FUGATE, 2009).

Na maioria dos trabalhos os protocolos utilizados para evitar os efeitos da
contaminagdo do sémen com urina durante as coletas incluem: lavagem do sémen em
meio diluidor por meio da centrifugacdo logo apds a coleta (MAKLER et al., 1981;
GRIGGERS et al., 2001), uso de simpatomiméticos agonistas-a2 para fechar o colo da
bexiga no momento da ejaculagio (ROMAGNOLI, 1999) e introducdo de uma
quantidade de tampdo dentro da bexiga suficiente para neutralizar o efeito deletério da
urina sobre o sémen (BRASSESCO et al., 1988; RANIERI et al., 1995) porém com

consideravel variacdo nos resultados.
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Deste modo, identificar o interesse e importancia sobre o estudo do tema “sémen
de cdes” faz-se necessario para promover um maior conhecimento sobre o assunto, e
assim alicercar a execucdo de trabalhos, como o de em situacOes (eletroejaculacdo) em
que o momento, local, tempo e amostras ndo sao ideais (contaminado por urina). Da
mesma forma, é importante e necessario o estudo e desenvolvimento de metodologias
que possibilitem entender a acdo deletéria em caso de contaminagdo e técnicas que
possam ser utilizadas na descontaminagcdo e que garantam o minimo de qualidade e

viabilidade espermatica.
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3-HIPOTESES CIENTIFICAS

- O estudo sobre sémen de cées possui relevancia e importancia para ser estudado por
estar inserido como tema recorrente no ambiente de pesquisas.

- A acdo deletéria da urina proporciona possibilidade de recuperacdo ou
descontaminacdo de ejaculados até 15 minutos ap6s contato direto.

- Uso da filtragem (Sperm Filter®, Botupharma, Brasil) proporciona descontaminacgéo e
recuperacdo de células espermaticas comparado ao método de comum de preparagédo de
amostra seminais (centrifugacao 800g x 5 min).

- O resfriamento (5°C) da amostra ejaculado contaminada por urina proporciona
melhores resultados poOs-descontaminacdo que a manutencdo da amostra aquecida
(37°C)..

4. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar o efeito da urina sobre ejaculado e o uso de dois métodos de

descontaminacao.

Obijetivos especificos:

1- Apresentar a importancia sobre estudo sobre sémen de cées através de
indicadores bibliométricos.

2- - Avaliar o tempo de deletério da urina sobre espermatozoide (0, 15, 30, 60
min)

3- Avaliar o efeito de métodos de descontaminagdo dos ejaculados:
Centrifugacéo e filtragem.

4- Avaliar o efeito de diluidores (formulado X Comercial) sobre ejaculados

descontaminado.
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5- REVISAO DE LITERATURA

5.1 Coleta e analise do sémen

O ejaculado canino é naturalmente dividido em trés fracdes distintas sendo a primeira
chamada de uretal ou pré — espermatica, a segunda de fracdo rica em espermatozoides e
a terceira de fracdo prostatica ou poOs- espermética (EGLAND e ALLEN, 1992 e
CUNHA, 2008)

Diversos métodos foram descritos para a coleta de sémen nesta espécie, tais como:
estimulo manual do pénis, uso de vagina artificial, vibrador elétrico e eletroejaculacédo
(HARROP, 1955; CHRISTIANSEN, 2011, SANTOS, et al., 2011). Embora
eletroejaculacéo ndo seja 0 médoto padrdo para coletar o sémen de cdes domésticos, este
¢ o de escolha para uso associado com biotécnicas reprodutivas que tém sido
desenvolvidos no cdo para uso em canideos em vias de extincdo (MINTER e
DELIBERTO 2005).

Segundo Silva et al. (2003) e Kutzler (2005), o estimulo manual do pénis permite a
obtencdo de uma amostra seminal de qualidade superior ao obtido por vagina artificial,
sendo que o primeiro método é especialmente confidvel mesmo para cdes ndo
condicionados e sem a necessidade da presenca de uma fémea em estro.

A andlise padrdo do sémen inclui observacdo macroscopica (volume, coloracdo, pH e
osmolaridade) e microscépica (concentracdo, morfologia espermatica, motilidade e
vigor (JOHNSTON et al., 2001 e CBRA, 2013).

A motilidade espermatica consiste na determinacdo da porcentagem de
espermatozdides mdveis na amostra avaliada imediatamente ap0s a coleta ou apos a
descongelacdo do sémen em microscopio com aumento de 100 a 400 x (SEAGER e
FLETCHER, 1972; CBRA, 2013). O estudo da motilidade ap0s a criopreservagdo tem
como objetivo verificar a proporcdo de espermatozéides que mantiveram a motilidade
apds possiveis injdrias causadas pelo processo (PENA, 2000,).

O vigor espermatico define-se como a qualidade do movimento exibido pelos
espermatozdides méveis (JOHNSTON et al., 2001).

A morfologia espermatica € um importante parametro ligado a problemas de
fertilidade. Dentre os métodos desenvolvidos para avaliar a morfologia da célula

espermatica, podemos confeccionar esfregacos Umidos de sémen que devem ser
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examinados por microscopia de contraste de fase apés a fixacdo com gluteraldeido ou
tampdo salina formolizado a fim de manter as caracteristicas celulares para futura
observagdo. Outros métodos incluem o uso de corantes Wright, Rosa de Bengala
(STROM et al., 1997), Giemsa (CARDOSO et al., 2003), Hematoxilina-eosina (SILVA
et al., 2003a) e eosina-nigrosina (PENA, 2000). Existem dois principais métodos de
classificacdo das alteragdes morfoldgicas. Um deles é dividido em alteracBGes primarias
e secundarias (JOHNSTON et al., 2001), e o segundo em defeitos maiores e menores
(OETTLE, 1993, CBRA 2013).

A morfologia do espermatozdide pode ser alterada pela manipulacdo do sémen
nos processos como a criopreservacio (OETTLE, 1986) e as alteragbes de
osmolaridade, influenciam no volume do espermatozoide, levando ao enrolamento da
cauda quando o espermatozoide € colocado em uma solucdo hiposmotica (KUMI-
DIAKA, 1993). O teste hipo-osmético (HOS) torna-se entdo um simples e barato teste
para avaliar a integridade funcional das membranas celulares do espermatozdides sendo
de acordo com a literatura de simples aplicabilidade e repetibilidade e um paragmetro
adicional e valioso na analise do sémen canino (KARGER et al., 2014). Ao realizar o
teste HOS, os espermatozdides sdo expostos a solugdes hipo-osmotico e sob estas
condicBes, espermatozolides incham ao influxo de agua até que o equilibrio seja
atingido, resultando na ondulagdo/dobra de suas caudas. Apds a incubagdo amostras sao
examinadas entre laminas e laminulas sob um microscépio de contraste de fase e 0s
espermatozdides com cuda dobradas sdo os que apresentam membranas integras
(Organizagdo Mundial de Saude 2010, KARGER et al., 2014).

Uma amostra de sémen fresco de boa qualidade deve exibir motilidade minima
de 70% (JOHNSTON et al.,2001, CBRA, 2013). O vigor espermatico (qualidade da
motilidade exibida pelos espermatozoides) deve ser no minimo 3, observada em escala
que variade 0 a5 (PLATZ e SEAGER, 1977, CBRA, 2013). Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas do Sémen de cdo domeéstico de acordo com o tipo (Fresco,
Refrigerado e Congelado) para uso na inseminacao artificial.

Caracteristica Fresco Refrigerado Congelado
Motilidade espermética >70 % >50 % >30 %
Vigor >3 >3 >3
Dose inseminante 150 — 200 150 30 -50

convencional (x 108/mL)
Espermatozoides

morfologicamente =70 % = 70% 270%
normais
0 -
80— 90 % 80 2 90% 45 /ovg;:)noaalgao
deposicao deposicéo
- . 67 - 84%

Fertilidade fundo da transcervical ou transcervical

vagina e fundo de vagina ou

transcervical Intra-uterina

Fonte: Revisado e adaptado de CHIRINEA E LOPES 2013 e CBRA 2013

5.2 Contaminacao do sémen com urina

A contaminacdo com urina se da devido a relacdo estreita entre o trato urinario
com o sistema reprodutor e pode ser devido a mecanismos fisiologicos, patoldgicos ou
pelo método de colheita de sémen (SANTOS et. al. 2007).

Em animais em via de extincdo como canideos, felideos e ursideos é observado
tanto a mic¢do como a ejaculacdo retrograda em processos de obtencdo do sémen pela
eletro-ejaculagdo (ROMAGNOLLI, 1999, CAZES, 2006 e GOMES-ALVES et al. 2014).

Os efeitos da urina sobre espermatozoides ja foram descritos em experimentos in
vitro, onde ha um consenso da agéo desta sobre reducdo da motilidade (GRIGGERS et
al., 2001 e SANTOS et al., 2005), bem como, os principais efeitos induzidos pela urina
ao espermatozoides que esta relacionado com mudancas na osmolaridade, embora so

solugdes mais hiposmaticas causem alteragdes morfologicas (SANTOS et al., 2011).
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5.3 Mecanismos para evitar efeitos deletérios da urina sobre os espermatozoides

O conhecimento dos mecanismos que controlam a ejaculagdo e miccdo
proporcionaram o uso de medica¢fes como os alfa 2 — adrenérgicos e para levar ao
fechamento do colo da bexiga e assim impedir a ejaculacdo retrégrada no homem
(BRASSESCO, 1988) e em cdes (ROMAGNOLLI, 1999) e associacdes anestesicas, tais
como tiletamina e zolazepam (CUNHA et al., 2008), ou cetamina e xilazina (MINTER
E DELIBERTO e 2005), ou cetamina, medetomidine e atropina (JOHNSTON et al.,
2007) ou halotano (OHL et al., 1994), minimizam este efeito durante a eletroejaculacdo

Em casos de a ejaculacdo retrogada ter ocorrido ou a miccdo junto com a
ejaculacdo deve-se reduzir o efeito toxico da urina com a diminuicdo do tempo de
contato dos espermatozoides com esta, por meio da lavagem do sémen, centrifugacgéo e
diluicdo do precipitado em solugbes especificas como uso de diluidores base de leite
para recuperar a motilidade como observado em equinos (GRIGGERS et al., 2001) e
em cées (Santos et al., 2005) e lavagem em gradientes de osmolaridade de Tes-tris-
Frutose de ejaculados contaminados com urina como realizado em ejaculados de ursos
(GOMES-ALVES, 2014).

5.4 - Processamento sémen

O sémen fresco deve ser utilizado em um curto periodo apos sua coleta. A 1A
com sémen fresco oferece taxas de gestacdo similares as obtidas com a monta natural
(PEREIRA et al., 2001). E possivel realizar a expansio da fragio espermatica destinada
a IA, geralmente realizada adicionando-se o liquido prostatico autélogo até ser atingido
0 volume desejado (SILVA et al., 2002).

A conservacdo pelo frio é utilizada até hoje e vem sendo objeto de pesquisas,
visando aprimorar as técnicas de refrigeracdo e congelamento do sémen. O uso de
inseminacdo artificial (1A) com sémen refrigerado possui maior flexibilidade do que
com sémen a fresco (SILVA et al., 2002), uma vez que, quando 0 Sémen é
adequadamente diluido e refrigerado, os espermatozdides podem se manter vivos e
viaveis por 24 — 48 horas e, dependendo do meio diluidor e condi¢Ges de

armazenamento por até cinco dias (CUNHA et al., 2014).
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Martins (2005) relata que os métodos de congelacdo tém sido baseados nas cinco
etapas descritas por Hammerstedt et al., (1990): 1) diluicdo e refrigeragéo; 2) adigédo do
crioprotetor e envasamento; 3) congelagéo; 4) armazenamento e 5) descongelacéo.

A composicdo dos diluentes utilizados geralmente incluem: crioprotetores
(glicerol, etilenoglicol e outros), nutrientes e tampdes. Assim, durante o processo de
criopreservacdo do sémen canino é relatado o uso de diluentes tais como a lactose
(SEAGER, 1969); o Triladyl (NOTHLING et al., 1995), o Biociphos W482 e o
Laiciphos 478 (SILVA e VERSTEGEN, 1995); o leite desnatado e a glicina-gema
(CUNHA e LOPES, 1997), o Tris (UCHOA et al., 2001), o Tris-gema (STORNELLI et
al., 2001), a 4gua de coco (CARDQOSO et al., 2003), e o leite desnatado (YASUYUKI
ABE et al., 2008). A grande desvantagem dos diluentes comerciais € que sua exata
composicao ndo é divulgada.

Diversas publicacbes demonstram o tampdo Tris como superior a outros
diluidores, tanto para a refrigeracdo, quanto para a congelacdo, sendo este o diluidor
mais utilizado pela maioria dos grupos de pesquisa da atualidade (FARSTAD, 1996;
SILVA et al., 2000), porém em estudos avaliando Tris a meio comercial (MP50) e Tris
a diluidores a base de leite mostraram ser semelhantes p6s descongelacdo quanto a

caracteristicas morfofuncionais (CHIRINEA. et al., 2006 ).
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7. TRABALHOS

Obedecendo a uma sequencia de estudo foi realizado o desenvolvimento de quatro
trabalhos com sequencia cronoldgica acontecimentos.

Trabalho 1 — Estudo visando observar a importancia do tema a ser estudado e
sua relevancia no meio académico - Bibliometria

Trabalho 2 — Estudo visando observar os efeitos deletérios da urina sobre as
células espermaticas.

Trabalno 3 - Estudo visando observar o uso de dois métodos de
descontaminacdo de ejaculados contaminados com urina (centrifugacdo X filtragem)
associado a dois diluidores (Formulado em laboratério X Comercial)

Trabalho 4 — Relato de caso do uso de da técnica de descontaminacéo filtragem
associada a diluidor comercial em sémen de cdo urospérmico para uso em protocolo de
inseminacdo artificial.

Os trabalhos a seguir foram elaborados segundo as normas da revista Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
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TRABALHO 1

Indicadores bibliométricos das publicacdes na base scopus a respeito do tema “sémen
de cies”

Bibliometric indicators of the scopus publications on the theme "*dog semen*

J.L.G. Ramos?, C. L. F. G. Ramos?, E. Shimoda® e I. C. N. da Cunha*

! Aluno de pés-graduagdo (Doutorado) — Universidade Estadual do Norte Fluminense -
Campos dos Goytacazes — RJ
2 Médica Veterinaria Autdnoma - Campos dos Goytacazes — RJ
% Professor-Coordenador Mestrado Operacional — Universidade Candido Mendes -
Campos dos Goytacazes — RJ
4 Professora - Universidade Estadual do Norte Fluminense - Campos dos Goytacazes —
RJ

RESUMO

Esse artigo tem como objetivo apresentar os indicadores bibliométricos das
publicagdes relacionadas ao tema “sémen de cdes” usando com referéncia a base Scopus
no periodo de 2005 a 2014. A busca pelas informacfes, que se encontram neste
trabalho, foi feita a partir da palavra-chave ‘Sémen e\ou espermatozoides e\ou caes’. As
informacdes relacionadas a evolucdo temporal, nome de autores, periodico, afiliacdo,
veiculos de comunicacédo e pais foram obtidas nos campos em que é possivel refinar a
busca. Observamos consideravel nimero de artigos publicados no Mundo e no Brasil
sobre o tema, evidenciando assim a importancia do Brasil na pesquisa sobre o tema
figurando em 5° lugar quando abordado em todas as areas e em 2 ° na area de
veterinaria, bem como, apresentando a maior taxa de crescimento anual: 20,9% e
27,8%, Respectivamente. A pesquisa também apresentou a importancia das instituicdes
e pesquisadores brasileiros presentes entre as dez primeiras no nimero de publicagdes.
Este trabalho vem contribuir na orientagdo de revisdo teorica, fundamentacdo e

relevancia para pesquisadores interessados em trabalhar com o tema.

Palavras chave: Bibliometria, sémen de cées, veterinaria, inseminacéo artificial
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ABSTRACT

This article aims to present the bibliometric indicators of publications related to the
theme "dog semen" using the Scopus database from 2005 to 2014. The search for the
information, which is found in this work, was made from the word " 'sperm and / or
sperm and / or dog'. The information related to the temporal evolution, authors' names,
periodicals, affiliation, communication vehicles and country were obtained in the fields
in which it is possible to refine the search. We observed a considerable number of
articles published in the World and in Brazil on the subject, thus evidencing the
importance of Brazil in the research on the subject appearing in 5th place when
approached in all areas and 2nd in the veterinary area, as well as presenting the highest
annual growth rate: 20.9% and 27.8%, respectively. The research also presented the
importance of Brazilian institutions and researchers present among the top ten in the
number of publications. This work contributes to the orientation of theoretical revision,

foundation and relevance for researchers interested in working with the theme.

Keywords: Bibliometrics, dog semen, veterinary, artificial insemination

INTRODUCAO

Embora em estratégias de conservacdo in situ, tais como a preservacdo do
habitat sdo geralmente a melhor maneira de preservar a biodiversidade, outras
estratégias de salvamento, tais como a criopreservacao de germoplasma sdo por vezes
necessarias. Criopreservacdo de Germoplasma envolve o congelamento de gametas,
embrides, tecidos gonadais ou tecidos somaticos de espécies ameacadas de extingdo
(Silva et al., 2015).

Durante muito tempo, as pesquisas na area de biotecnologia da reproducgéo se
restringiram a estudos com animais de producdo e somente a partir da década de 90,
com o interesse na preservacdo da biodiversidade é que a espécie canina mereceu maior
atencdo. Aspecto este evidenciado pelo fato da espécie canina constituir-se modelo

experimental para canideos ameacados de extingdo, dentre eles o lobo-guard
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(Chrysocyon brachyurus), cachorro-do-mato vinagre (Spheothos venaticus), e a raposa-
do-campo (Lycalopex vetulus), espécies da fauna brasileira (Ribeiro et al., 2010).

As biotécnicas reprodutivas mais utilizadas na reproducao assistida em caes sao
a inseminacao artificial (Makloski, 2012) e a preservacdo do sémen (Madeira et al.,
2010). Esta ultima tem sido realizada de duas maneiras: por meio do resfriamento
(Wittayarat et al., 2012), que objetiva a utilizacdo do sémen a curto prazo, e da
congelagdo (Futino et al., 2010), que mantém o sémen viavel por tempo indeterminado.

A inseminacéo artificial (IA) na espécie canina tem sido bastante utilizada na
atualidade, contudo sdo necessarios maiores conhecimentos e controle dos fatores que
podem influenciar seu sucesso. Assim, diversos estudos sdo conduzidos visando
encontrar metodologias de preservacao de gametas, que permitam uma perda minima da
qualidade do sémen, maior eficacia na determinacdo do momento ideal para a
inseminacdo e utilizacdo de uma via de inseminacdo eficiente e de menor risco ao
animal (Hori, et. al. 2011 e Hayashi et. al. 2013).

O avanco do conhecimento produzido pelas pesquisas tem que ser transformado
em informacdo acessivel para a comunidade cientifica. Portanto, a pesquisa €
desenvolvida em um contexto de troca. A publicacdo dos resultados de pesquisa tem
trés objetivos: divulgar descobertas cientificas, salvaguardar a propriedade intelectual e
alcancar a fama (Okubo, 1997).

A publicacdo é para a maioria daqueles que atuam na pesquisa, ndo s6 um
indicador, mas o produto final de todo um esforco criativo. Dessa forma, qualquer
contribuicdo s6 é reconhecida apo6s ser publicada, julgada e incorporada, de alguma
maneira, aos conhecimentos ja existentes. O ciclo do conhecimento s6 se completa ap6s
a aceitacdo da descoberta por outros cientistas da mesma area e isso se da através da
publicacdo (Herculano e Norberto, 2012).

Dentre os métodos quantitativos utilizados para medir e avaliar o conhecimento
cientifico encontra-se a bibliometria, a cienciometria e a informetria. Cada um deles
destina-se a medir, sob enfoques distintos, aspectos especificos do conhecimento (Vanti,
2002)

A bibliometria tem como objetos de estudo os livros ou as revistas cientificas,
cujas analises se vinculam a gestdo de bibliotecas e bases de dados; assim esta se
caracteriza como uma técnica quantitativa e estatistica de medicdo dos indices de

producdo e disseminagdo do conhecimento cientifico (Beuren e Zonatto, 2014).
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A pesquisa académica é fundamentada em revisdes tedricas consistentes, ou
seja, andlise critica de trabalhos publicados sobre dado tema e assim torna possivel
levantar o que ja foi publicado sobre o tema e mapear quem j& escreveu e o que ja foi
escrito, 0 que gera uma sustentacdo para o desenvolvimento de novos trabalhos. Existe
uma relacdo entre os trabalhos mais importantes e os citados com maior freqléncia.
Técnicas como a Bibliometria sdo usadas para identificar os trabalhos e autores mais
importantes a respeito do tema pesquisado. Contudo, ndo existem publicacdes sobre
quantificacdo ou bibliometria sobre o estudo de sémen de cées em pesquisas.

Portanto o objetivo do presente trabalho é apresentar indicadores bibliométricos
das publicacOes relacionadas ao tema “sémen de cdes” usando com referéncia a base

Scopus.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado através da coleta de informacgdes na base de
busca de artigos cientificos Scopus, disponivel no Portal Periddicos da Capes. A busca
foi realizada em junho de 2016, sendo utilizada a op¢do de busca rapida, que retorna as
publicacdes que tenham a palavra digitada no titulo, no resumo ou nas palavras-chaves.

A busca pelas informacdes, que se encontram neste trabalho, foi feita a partir da
palavra-chave ‘Sémen e\ou espermatozoides e\ou cies’. E as informagdes relacionadas a
evolugdo temporal (2005 — 2014), nome de autores, periodico, afiliacdo, veiculos de
comunicacdo e pais foram obtidas nos campos em que é possivel refinar a busca.

A analise temporal, foi realizada a partir de equacdes de regressdo exponenciais
do numero de publicacbes sobre aglomerados produtivos e assuntos gerais em funcgéo
do ano, determinou-se uma equacdo para cada tema. Os valores de cada variavel foram
linearizados mediante a aplicacdo de logaritmo, de forma que o coeficiente angular da
equacdo indica a taxa de crescimento em dado periodo.

Para fazer a andlise de concentracdo das outras informacbes do presente
trabalho, como, paises, autores, universidades e veiculos de comunicacdo foi realizada a
comparagdo dos dez primeiros contribuintes de cada caso em relagdo ao total de
publicagdes.

Por se tratar de uma pesquisa prévia (inicio de Doutoramento) esta foi realizada

em junho 2016 com busca dos dados de 10 anos (2005 a 2014) ndo incluindo o ano de
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2015 devido ao atraso em alguns casos na inclusdo por alguns periddicos das
publicacOes o que poderia gerar erros nas avaliacoes.
O principal objetivo deste trabalho foi apresentar indicadores bibliométricos

relacionadas ao tema “sémen de cdes” no periodo de 10 anos (2005 a 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta em porcentagem um ranking da participacdo dos paises a
respeito do tema estudado e podemos observar a dominancia dos Estados Unidos da
América (EUA) na producdo quando observamos a pesquisa em todos os temas 25,7 %
das publicacdes bem como em relacdo ao tema estudado em Todas as areas (30,1%) e
Veterinaria (17,4%). Quando observamos a participacdo brasileira, ranqueado como
décimo quinto em todos os temas e com caracteristica ainda melhor quando obsevamos
0 tema do estudo, ocupando respectivamente a posi¢ao de quinto e segundo em todas as
areas e veterinaria, demonstrando um Pais envolvido com pesquisa, evidenciado em
estudos de Cross et al., (2017) que apontam o Brasil em décimo terceiro como produtor
de pesquisas globalmente e a importancia do tema para pesquisa no Pais para a area da

Veterinaria.
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Figura 1 — Ranking dos Paises quanto a Pesquisa em todo o Mundo : Todos os temas e

Sémen de Cées ( todas as areas e veterinaria)

Os gréficos apresentam significancia e o coéficiente de determinacdo do nimero
de publicacdes de todos os temas (Graf. 1 e 2), tema sémen de cdes em todas as areas
(Graf. 3 e 4) e tema sémen de cdes na area da veterinaria( Graf. 5 e 6 ) no Mundo e
Brasil no periodo estudado com todos significantes (P<0,001) e R? > 60,5%.
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A Fig. 2 nos apresenta a taxa de crescimento anual no Mundo e Brasil
respectivamente da pesquisa em todas as areas e temas (6,5%) e (11,0%); sobre o tema
estudado em todas as areas (7,9%) e (20,9%) e na area de veterinaria (8,9%) e (27,8%),
apresentando estes resultados como particularidade o crescimento da pesquisa e
evidenciando o Brasil como uma poténcia emergente com taxas de crescimento maiores
gue o Mundo, evidenciado em estudos que observaram na Web of Science que a mais
de 20 anos a pesquisa brasileira tem aumentos anuais de produtividade pelos setores
académicos (Cross et al., 2017) e principalmente com relacdo ao tema estudado com
taxas superiores tanto em todas as areas e veterinaria demonstrando o interesse e

relevancia da pesquisa e a importancia do Pais.
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Figura 2 - Taxa de crescimento anual das publica¢des todos os temas e tema Sémen de
cdo no Mundo e Brasil
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O crescimento da pesquisa no Pais também tem influéncia nos dltimos anos da
atuacdo do Governo com investimentos constantes em pesquisas que se tonam evidentes
desde 1990 quando o governo estabeleceu objetivos e metas em despesas domesticas no
desenvolvimento de pesquisas com porcentagem sobre o Produto Interno Bruto (PIB) e
mantido nos Gltimos anos como em 2014 em que se estabeleceu 2% (PIB) até 2019, isto
como parte integrante da Estratégia Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo
(ENCTI) que objetiva aumento na produtividade, e desenvolvimento social e econémico
(Cross et al., 2017).

O tema estudado possui como caracteristica a possibilidade de ser incluido em
diferentes linhas de pesquisa estando presente em varias areas como: quimica, fisica,
bioquimica, farmacologia, neurociéncias, veterinaria entre outras, porém, a maior parte
dos estudos estdo incluidos nas areas de: bioquimica e genética, medicina, ciéncias
veterindrias e veterindria com uma inversdo de posicionamento no ranking de maior
namero de publicaces destas quatro principais areas na avaliagdo no Mundo e Brasil,
com a Veterinaria e a Ciéncias Agrarias estando em Mundo (5° e 4°) e Brasil (1°e 2°)
observado na figura 3 e demonstrando que o tema possui grau de relevancia para estudo
no mundo e ainda mais no Brasil e comprovado em estudos recentes onde demonstrou
que apés a Clinica Médica, 0os maiores campos de pesquisa apresentados por
indicadores cientificos essenciais (ICE) no Brasil, por meio da producéo de publicaces,
sdo ciéncia de plantas e animais e ciéncias agricolas (Cross et al., 2017), sendo ainda
evidenciado a influéncia e importancia do estudo no Pais através do ranking das
instituicbes que mais publicam em todas as areas, onde as universidades brasileiras
estdo presentes com relevante participacdo no Mundo com presenca de trés entre as dez
primeiras ( 1° - UNESP, 3°-USP e 7°-UFMG). Na observacdo do tema estudado na &rea
de veterinaria no mundo encontramos também trés universidades brasileiras entre as dez
primeiras (1° — UNESP, 3°-USP E 10° — UECE), demonstrando e inferindo sobre a
importancia da obtencdo e criacdo de grupos e linhas de pesquisa promovendo o
crescimento e produtividade das pesquisas e por consequéncia das publicagdes (Figura
4).

Esses resultados corroboram Cross et al., (2017) quando apontam o0 eixo Sé&o
Paulo — Rio de Janeiro como os que mais publicam, fato este que pode ser relacionado a

USP e UNESP que séo as que mais publicam em nosso pais com ao menos 30% de toda
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producdo nacional e a Participacdo da UERJ com faotr de impacto médio mais alto das
universidades brasileiras e maior porcentagem de artigos no 1% dos mais importantes e
citados no Mundo e a UFRJ e UFF que apresentam que apresentam altas taxas de
colaboracéo da industria.
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ranqueamento em porcentagem das com maior publicagdo no Mundo e Brasil.
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Figura 4 — Instituicdes de pesquisa que mais apresentam publicacdes sobre o tema

estudado em Todas as areas e veterinaria no Mundo e Brasil.

Umas das principais func@es dos estudos bibliométricos € apontar os principais
estudos e identificar o que denominamos de elite de pesquisadores em uma determinada
area de conhecimento (Ferreira, 2010), o que podemos observar na figura 5, que
apresenta os principais autores no Mundo e Brasil sobre o tema em todas as areas e na
veterinaria, tornando-se importante para a identificacdo de Frentes de Pesquisas de uma
area cientifica especifica, representada por um conjunto de autores, contribuindo ainda
para observacdes e citacbes de uma literatura recente, bem como evidenciar 0s
principais meios e fontes para publicagdes no Mundo e Brasil (Figura 6), que em nossa
avaliacdo fica evidente uma concentracdo das publica¢cdes no Mundo na Theriogenology
e no Brasil tanto em todas as areas como na Veterinaria também temos o mesmo
direcionamento porém sem a concentracdo evidenciada na avaliagdo do Mundo, mas
com a presenca de outros periodicos para publicagdes: Animal Reproduction Science,
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinadria e Zootecnia, Reproduction in Domestic
Animal e Pesquisa Veterinaria Brasileira, o que pode demonstrar dificuldades dos

pesquisadores para publicacdo e\ou uma divisdo em busca de novos periodicos
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ocasionado tanto pelo grau de importancia das pesquisas ou pelo sistema de avaliacédo

das instituicdes de pesquisas que preconizam a publicacdo como fonte de avaliagdo das

mesmas e pesquisadores.
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CONCLUSOES

O Tema estudado (Sémen de Cées) apresenta importante grau de relevancia e
tem atraido a atencdo para publicacdo internacional e nacional no periodo de dez anos
estudado (2005-2014) demonstrado pelo aumento da taxa de crescimento anual de
publicacdes.

Com a andlise bibliométrica conseguimos identificar os principais autores,
instituicOes e periodicos que trabalham o tema, pudemos observar a contribuicdo da
pesquisa brasileira tanto pela maior taxa de crescimento, influéncia de autores e
instituicdes que estdo entre os que mais publicam, bem como a presenca de periddicos
nacionais com grau de importancia para pesquisa.

As abordagens tedricas, praticas e descritivas da bibliometria contribuem para a
adequada mensuracao da informacéo e producdo de indicadores, que funcionam como
ferramenta de relevancia crucial para observacdo e tomada de decisdo sobre temas e\ou

assuntos estudados.
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TRABALHO 2

Avaliagéo sémen canino contaminado com urina em meios refrigerado e aquecido
Evaluation canine semen contaminated with urine and heated refrigerated means
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RESUMO

A contaminacdo do sémen canino por urina pode ser pela emisséo de urina junto
com o sémen (urospermia), ou pela ejaculacdo em direcdo a bexiga (ejaculacdo
retrégrada), que pode ocorrer tanto na monta natural, na coleta por estimulacdo peniana
ou durante a eletro-ejaculacdo. Os efeitos que a urina causa sobre o ejaculado mesmo
com o aumento de estudos sobre o tema ainda ndo estdo totalmente elucidados. O
presente estudo teve como objetivo determinar o efeito da urina total sobre o sémen em
diferentes meios de incubacdo: aquecido (37°C) e resfriado (5°C). As amostras de
ejaculados de 10 cées foram incubadas com urina total na temperatura de 37°C e 5°C
por 60 minutos, sendo avaliadas neste periodo em intervalos de 15 minutos. A urina
reduz drasticamente a motilidade espermatica, e este efeito estd associado a sua
hiperosmolaridade quando comparada com a do ejaculado: 245 — 295 (média 264+15)
mOsmol.L-1 e Urina=1004 a 1248 (média 1130+89,3) mOsmol.L-1. Observou-se que 0
efeito deletério da urina é mais intenso apds os 30 minutos com medias: Meio aquecido
(Mot. < 16,10+0,92 %, Vig. <2,20+0,17 e , IM < 44,20+0,90%) e Resfriado (Mot. <
30,60£1,43 %; Vig. < 2,25+0,08 ; IM<46,80+£1,72). Podemos assim concluir que o
sémen de cdo ap0Os contaminacdo com urina possui um periodo de 30 min para uso de
metodologias de descontaminacéo e que a manutencdo deste em ambiente refrigerado

promove melhores resultados na protecdo da célula espermatica.

Palavras chave: sémen de cées, contaminacgdo sémen, reproducéo, cao
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ABSTRACT
Contamination of canine semen through urine can be by the emission of urine along
with semen (urospermia), or by ejaculation towards the bladder (retrograde ejaculation),
which can occur either in natural mating, collection by penile stimulation or during
electrolysis -ejaculation. The effects that urine causes on ejaculate even with the
increase of studies on the subject are not yet fully elucidated. The aim of the present
study was to determine the effect of total urine on semen in different incubation media:
heated (37 °C) and cold (5 °C). The ejaculate samples from 10 dogs were incubated with
total urine at 37 ° C and 5 ° C for 60 minutes, being evaluated in this period at 15
minute intervals. Urine significantly reduces sperm motility, and this effect is associated
with its hyperosmolarity when compared to ejaculate: 245-295 (mean 264 * 15)
mOsmol.L-1 and Urine = 1004 to 1248 (mean 1130 £ 89.3) mOsmol.L-1. It was
observed that the deleterious effect of urine is more intense after 30 minutes with a
mean: Heated medium (<16.10 + 0.92%, Vig. <2.20 £ 0.17 and, IM <44, 20 + 0.90%)
and cooled (Mot. <30.60 + 1.43%, Vig. <2.25 + 0.08, IM <46.80 + 1.72). We can
conclude that dog semen after contamination with urine has a period of 30 min for use
of decontamination methodologies and that the maintenance of this in a refrigerated

environment promotes better results in the protection of the sperm cell.

Keywords: semen of dogs, contamination, semen, reproduction, dog

INTRODUCAO

O avanco das biotecnologias de reproducdo assistida tem despertado grande
interesse da comunidade cientifica no que concerne a preservacdo de espécies
carnivoras ameacadas de extin¢do. Desde entdo, o desenvolvimento de biotecnologias
utilizando animais domésticos filogeneticamente proximos, como modelo experimental,
tem ganhado destaque. O cdo doméstico vem desempenhando importante papel,
permitindo a pesquisa, 0 aprimoramento e a aplicabilidade dessas tecnologias as
especies silvestres ameacadas (Luvoni, 2000; Silva et al., 2003; Paula, 2011).

A inseminacéo artificial (IA) na espécie canina tem sido bastante utilizada na

atualidade, contudo sdo necessarios maiores conhecimentos e controle dos fatores que
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podem influenciar seu sucesso. Assim, diversos estudos sdo conduzidos visando
encontrar metodologias de preservacao de gametas, que permitam uma perda minima da
qualidade do sémen, maior eficAcia na determinacdo do momento ideal para a
inseminacdo e utilizacdo de uma via de inseminacdo eficiente e de menor risco ao
animal (Hori et al., 2011; Hayashi et al., 2013).

Cada espécie tem sua particularidade quanto a obtencdo e congelamento de
gametas, em protocolos de coleta de sémen, e 0 sémen pode ser contaminado com urina,
conforme descrito em mamiferos como humanos, cavalos, raposas da floresta
(Cerdocyon thous) e ursos pardos (Makler et al., 1981; Griggers et al., 2001; Souza e
Paz, 2011; Gomes-Alves et al., 2014). Nos canideos é relatada a contaminagao por
urina, seja pela emisséo de urina junto com o sémen (urospermia), ou pela ejaculagéo
em direcdo a bexiga (ejaculacdo retrograda), que pode ocorrer tanto na monta natural,
na coleta por estimulacdo peniana ou durante protocolos de eletro-ejaculacao (Santos et.
al., 2011), contaminagdo essa provocada devido a falha na sequéncia natural da
ejaculacdo anterograda (emissdo seminal, fechamento da regido do colo da bexiga e
expulsdo seminal pela uretra peniana) com a falha no fechamento do colo da bexiga.

Quando os espermatozdides sdo submetidos a um ambiente contaminado por
urina, a primeira alteracdo a ser percebida é a reducdo na motilidade (Griggers et al.,
2001; Santos et. al.,, 2011) e os efeitos deletérios evidenciados relacionam-se
principalmente a diferenca no pH e osmolaridade (Makler et al., 1981; Griggers et al.,
2001).

No processamento de material genético de animais em via de extin¢do, toda
amostra colhida deve ser aproveitada, desta forma, objetivamos com esse trabalho
avaliar o efeito da urina total sobre espermatozoide em diferentes tempos (0, 15, 30, 45
e 60 min) e sob diferentes temperaturas de armazenamento (37°C e 5°C) e assim obter

parametros para possiveis momentos e processos de descontaminacao.
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MATERIAL E METODOS

Animais

As amostras de ejaculados foram coletadas de 10 cées de criadores particulares:
8 Pugs, estes com peso médio de 7,4 £ 0,2 kg (variando de 7,2-7,8 Kg) e idade média
3,8+ 1,1 anos (variando de 2 — 6 anos); 2 labradores com peso medio de 33,5+ 1,5 Kg
(pesos de 35 e 32 Kg) e idade média 5,5 anos * 1,5 (idades de 4 e 7 anos)

Coleta de sémen e urina

As amostras de sémen foram coletadas duas vezes na semana com intervalo de
72 h, sendo utilizada apenas a segunda amostra no estudo. Esta foi obtida por meio de
manipulagéo digital sem a presenca de uma cadela em estro, sendo utilizada a segunda
fracdo dos 10 ejaculados, e as amostras tiveram inicio as avaliacbes e protocolos
experimentais em laboratorio ndo excedendo o tempo de 15 min apos a coleta.

A urina aut6loga foi coletada apds a coleta de sémen através da micgdo

espontanea dos animais.

Protocolo Experimental

O Experimento foi realizado em no laboratério de Reproducdo Animal da
Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre - ES.

Apds coleta os ejaculados dos 10 cdes foram divididos e incubados com urina
total autologa na proporcao de 1:1 durante 1 h nas temperaturas de 37°C (banho maria)
e 5°C (geladeira Temperatura controlada). Assim podemos simular as possibilidades de
acontecimentos in vivo através de protocolos de eletroejaculagdo com a possibilidade de
exposicdo so sémen a urina bem como formas de acondicionamento e transporte do
mesmo quando em contato com a urina.

As amostras foram avaliadas a cada 15 minutos durante periodo de incubagéo
nos momentos: 0, 15, 30, 45 e 60 minutos de incubacao.

Em cada momento, ap6s homogeneizagdo, 500 pL da solugdo incubada era
centrifugada a (800xg por 5 min) e resuspendidas em diluente formulado - Kenney (2,4

g de leite em pd, 4,9 g de glicose, 0,75 mg de sodio Bicarbonato, 20 mg de gentamicina,
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1000 mL de agua bidestilada, pH 6,5-7,3 e osmolaridade de 340-380 mOsm.L-1) para

avaliacdo das variaveis: Motilidade, Vigor, Integridade de Membrana e morfologia.

Colheitaejaculado — Colheitaurina
\ N=10 N=10

INCUBACAO URINA + B;EULADO 1:1

0000 0=00000

CENTRI FUGAC.AO CE NTRIFUGACAO
PROCESSAMENTO
Ressuspensdo DILUIDOR
Kanny I
Avaliado:
Motilidade Integridade de membrana
Vigor Morfologia espermaética

Figura 1 — Diagrama experimental: avaliacdo da contaming¢do de ejaculado canino

com urina em duas temperaturas de incubacéo ( 37 °C e 5 °C) no periodo de 1 h.

Avaliacédo do sémen e da urina

O sémen foi avaliado quanto as suas caracteristicas macroscopicas: cor,
aparéncia e volume; avaliado quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas como: pH
utilizando-se 0o modelo universal de 0-14 (Phmetro de Bancada, PH 0-14 KASVI —
K39-1014B); a Osmolaridade avalidada com uso do Osmémetro 5004-Micro-Osmette
™ (Precision Micro Systems Inc.).

As avalicGes microscpicas se fizeram com a afericdo da concentracdo do sémen
com a diluicdo na proporc¢éo de 1:200 em formol salina e os espermatozoides contados
em camara de Neubauer; a andlise morfologica a amostra utilizada na proporgéo de 1:10
e ambos procedimetos avaliados em microscopia de contraste de fase (System
Microscope Olympus Bx 41) (CBRA, 2013).

A motilidade e vigor foram avaliadas por meio de método subjetivo em

microscopia de contraste de fase sendo utilizado uma aliquota de sémen de 10uL em
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lamina e laminula aquecida a 37°C. O resultado para motilidade foi expresso em
porcentagem (0 — 100%) e vigor em escore (0 — 5) (CBRA, 2013).

A integridade e funcionalidade da membrana espermatica foi avaliada por meio
do teste hipo-osmotico (HOST) a partir de 10 pl de aliquotas de amostras incubadas a
37°C durante 10 minutos em agua destilada (Solugdo hiposmotica). Apés a incubacéo,
10uL foram retirados da amostra, colocados entre Idmina e laminula para a avaliagdo da
morfologia esperméatica em microscopio Optico com contraste de fase. Foram contados
200 espermatozoides e aqueles que estavam com a cauda enrolada foram considerados
como integros (Cunha, 2008).

As amostras de urina foram avaliadas pelo laboratério de Patologia Clinica da
Universidade Federal do Espirito Santo com determinacdo de bilirrubina, cetonas,
densidade, glicose, leucdcitos, nitrito, pH, proteina, sangue e urobilinogénio. A
osmolaridade da urina foi avaliada por um osmémetro 5004-Micro-Osmette ™

(Precision Micro Systems Inc.).

Anélise Estatistica

Os dados foram tabulados e organizados em planilha do Microsoft Excel e apds
os resultados submetidos a teste t de comparacdo de médias e sua significancia
determinadas mediante utilizacdo do aplicativo Sistema para Andlises Estatisticas
(SAEG), versdo 9.1 (2007). As diferencas estatisticas foram consideradas em P < 0,05.

Os dados sdo expressos como média + erro padrao.

RESULTADOS

O sémen fresco mostrou um volume médio de 3,0 + 0,5 mL, 264 + 53 milhGes
de espermatozdides.mL-1, 85 + 5% de motilidade total e 4 £ 0,5.
Os valores dos parametros observados na urina dos cées ndo apresentaram

alteracdes evidentes a ndo ser na variagdo da osmolaridade (Tabela 1).
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Tabela 1 — Resultado da analise de urina autéloga dos cées (n=10)

Variavel Resultado
Aspecto Limpido
Cor Amarelo-claro
Bilirrubina Normal
Cetona Normal
Densidade 1,028 + 0,008
Glicose Normal
Leucaocitos Negativo
Nitrito Normal
Osmolaridade (mOsmol.L-1) 1004 a 1248 (X = 1130+89,3)
pH 7a72(X = 7,08+0,8)
Proteina 70+ 15
Sangue Negativo
Urobilinogénio Normal

Durante a incubacdo do sémen com urina sob as duas temperaturas propostas
(37°C e 5°C), a motilidade, o vigor e integridade de membranas espermaticas
apresentaram padréo decrescente com o avanco do tempo, observando-se uma melhor
avaliacdo na motilidade quando o sémen apresenta-se resfriado quando observamos o
tempo de 30 minutos (P<0,05); a morfologia esperméatica ndo sofreu alteracdo nos

tempos e métodos de incubacédo avaliados (Tabelas 2, 3, 4 e 5).

Tabela 2 — Avaliacdo da motilidade espermaética de amostras de sémen canino incubado
com urina total (1:1) sob duas temperaturas (37°C e 5° C), nos diferentes momentos de

incubacdo (tempos)

Tempo Agquecido (37°C) Resfriado (5°C)
0 85,20+1,10 A 88,00+1,02 A
15 47,10£1,10 A 44,60+0,87 A
30 16,10+0,92 B 30,60+1,43 A
45 9,20+0,44 A 10,70£0,79 A
60 0,00+£0,00 A 0,00+£0,00 A

Médias seguidas por uma mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t de Student
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Tabela 3 — Avaliacdo do vigor espermatico de amostras de sémen canino incubado com
urina total (1:1) sob duas temperaturas (37°C e 5° C), nos diferentes momentos de

incubac&o (tempos)

Tempo Aquecido Resfriado
0 4,25+0,08 A 4,35+0,08 A
15 3,30+0,08 A 3,40+0,07 A
30 2,20+0,17 A 2,25+0,08 A
45 1,15+0,11 A 1,104£0,07 A
60 0,00+0,00 A 0,00+0,00 A

Médias seguidas por uma mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t de Student

Tabela 4 — Avaliacdo da integridade de membrana de amostras de sémen canino
incubado com urina total (1:1) sob duas temperaturas (37°C e 5° C), nos diferentes

momentos de incubagdo (tempos)

Tempo Aquecido Resfriado
0 91,20+0,79 A 91,80+1,00 A
15 63,60+1,39 A 65,10+0,89 A
30 44,20+0,90 A 46,80+1,72 A
45 15,20+0,84 B 22,90+141 A
60 7,00+0,54 B 9,20+0,42 A

Médias seguidas por uma mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t de Student

Tabela 5 - Avaliacdo da morfologia espermatica de amostras de sémen canino incubado
com urina total (1:1) sob duas temperaturas (37°C e 5° C), nos diferentes momentos de

incubac&o (tempos)

Tempo Agquecido Resfriado
0 89,70+0,97 A 91,50+0,78 A
15 88,00+0,95 A 89,30+0,80 A
30 85,50+0,76 A 87,70+£0,93 A
45 84,20+0,80 A 86,80+1,01 A
60 82,70+0,62 A 85,60+0,75 A

Médias seguidas por

uma mesma

letra na mesma

linha ndo diferem

significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t de Student
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DISCUSSAO

A andlise da urina apresentou caracteristica de normalidade para um exame de
urindlise (Whitbread, 2016; Santos et al., 2017), porém a variacdo da osmolaridade de
1004 a 1248 (média 1130+89,3) mOsmol.L™ apresentou —se menor do que o observado
por Santos et al. 2017, fato este possivelmente relacionado pela padronizacdo da raca e
do proprietarios dos animas, porém néo interferindo na acdo deletéria desta sobre o
ejaculado, com menor osmolaridade e que apresentou variacdo de 245 — 295 (média
264+15) mOsmol.L ™.

As alteracdes observadas com o decréscimo da motilidade e vigor até zero apos
1h de incubacdo demonstram o efeito deletério progressivo que a urina produz sobre as
células esperméticas a despeito da técnica de incubagdo utilizada, resultados
semelhantes aos observados Santos et al., (2011) trabalhando com sémen de cdes e
Griggers et al., (2001) em estudos com cavalos onde a osmolaridade superior a 500
mOsmol.L? porpocionam a diminuicio da motilidade, entretanto neste estudo
verificamos que esse efeito é progressivo atingindo o seu &pice aos 30 minutos pos
incubacéo, sendo a acentuacao destes efeitos mais evidentes nas amostras de sémen que
foram mantidas aquecidas durante a incubacdo quando comparado com as amostras que
foram mantidas sob refrigeracdo, no que tange a motilidade (P<0,05), o que também foi
observado (em resultados preliminares) por Ramos et al., (2017) trabalhando com
sémen de cdo incubados na mesmas temperaturas (37°C e 5°C) e usando diluidor
BotuTurbo®, demonstrou que os efeitos deletérios aumentam em maior proporcao apos
0s 30 minutos nas amostras mantidas em ambiente aquecido, e assim comprovando que
o resfriamento teve acdo na atividade da célula espermatica e de alguma forma provoca
um decréscimo na acdo deletéria presente no ambiente indspito da hiperosmolaridade,
corroborando com o que ja foi apresentado, que esta acdo deletéria esta relacionada com
0 caracteristica do ambiente e 0 tempo que o espermatozoide fica em contato no
ambiente incompativel com suas necessidades fisiologicas (Makler et al., 1981 e Santos
et al., 2017). Podemos ressaltar que o ambiente refrigerado reduz a atividade metabdlica
dos espermatozoides o que possibilita preservar parametros que indicam a qualidade

como a motilidade e a integridade de membrana e assim sua viabilidade. Destacamos o
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fato de que no ambiente refrigerado ocorre a diminuicdo e limitacdo na fertilidade,
porém a qualidade demonstrada pela motilidade do sémen canino refrigerado entre 4 °C
e 5 °C se mantéem (Vertegen et al., 2005 e Cunha et al., 2014).

O uso da centrifugacdo nao interferiu na qualidade espermatica e foi eficiente
para avaliacdo nos tempos estudados corroborando com o ja observado por Cunha e
Lopes (2009) em estudos com sémen de cdes, Gomes-Alves et al., (2014) em estudo
com ejaculados urospérmicos de Urso Marrom e Santos et. al., (2017) em estudo de
resfriamento sémen de canino contaminados com urina; este estudo ndo teve objetivo de
avaliar se somente a centrifugacdo é suficiente para promover a descontaminacdo de

ejaculados contaminados com urina.

CONCLUSOES

A integridade de membrana e a motilidade do sémen canino incubado em urina
total (solucéo hiperosmdtica) em meio aquecido e resfriado sdo comprometidas apos 0s
30 minutos de incubacdo, sendo a motilidade espermatica afetada de forma mais efetiva
quando a incubacéo se deu em meio aquecido.

Com base nesses resultados pode-se sugerir que o tempo maximo entre a coleta e
a descontaminacdo de uma amostra de sémen contaminado com urina ndo deve
ultrapassar os 30 minutos, e ainda, que a amostra contaminada deve ser mantida
resfriada até 0 momento da descontaminacdo, procedimento que proporciona melhores

resultados.
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RESUMO

A contaminagdo do sémen canino por urina pode se dar pela emisséo de urina junto com
0 sémen (urospermia), ou pela ejaculacdo em direcdo a bexiga (ejaculacdo retrograda),
que pode ocorrer tanto na monta natural, na coleta por estimulacdo peniana ou durante a
eletro-ejaculagéo. Os efeitos que a urina causa no ejaculado, mesmo com o aumento de
estudos sobre o tema, ainda ndo estdo totalmente elucidados. Quando se trata de
preservacdo de espécies em vias de extingdo, toda amostra de material genético deve ser
considerada, desta forma, tentativas de melhorar e aperfeicoar as técnicas de coleta de
sémen podem ser aprimoradas se técnicas de “resgate” de material de baixo potencial
fertilizante forem implementadas. O presente estudo teve como objetivo elaborar e
avaliar dois processos de descontaminacdo de ejaculado contaminados por urina. O
ejaculado de cédes (n=10) foi incubado com urina total em duas temperaturas 37°C e 5°C
por 30 minutos e apos este periodo submetidos a dois protocolos de descontaminacédo: 1
— associacgdo de centrifugacéo e posterior ressuspengdo em dois diluidores (BotuTurbo®
e formulado no laboratério); 2 — Filtragem (Sperm Filter®) com ressuspencdo nos
mesmos dois diluidores j& descrito. Apds o procedimento de descontaminagdo as
amostras mantidas incubadas em suas respectivas temperaturas (37°C e 5°C) foram
avaliadas quanto a motilidade, vigor e integridade de membrana nos tempos de 0, 15, 30
e 60 minutos. Neste estudo observou-se que o uso da centrifugagdo ou filtragem no

processo de descontaminacdo séo similares possibilitando o uso de mais uma técnica e
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que o uso destas associadas aos diluidores possibilitam a reducdo do efeito deletério da
urina e a obtencdo de células viaveis para utilizacdo em protocolos de inseminacéo,

tendo a formulagdo comercial de diluidor apresentando melhores resultados.

Palavras chave: sémen de cdes, contaminacdo sémen, descontaminacdo sémen,

reproducéo.

ABSTRACT

Contamination of canine semen through urine can be by the emission of urine along
with semen (urospermia), or by ejaculation towards the bladder (retrograde ejaculation),
which can occur either in natural mating, collection by penile stimulation or during
electrolysis -ejaculation. The effects that urine causes in ejaculate, even with the
increase of studies on the subject, are not yet fully elucidated. The present study had as
objective to elaborate and to evaluate two processes of decontamination of ejaculate
contaminated by urine. The dog ejaculate (n = 10) was incubated with total urine at two
temperatures of 37 ° C and 5 ° C for 30 minutes and after that period underwent two
decontamination protocols: 1 - association of centrifugation and subsequent
resuscitation in two diluents ( Commercial - Botu-turbo® and formulated in the
laboratory); 2 - Filtering (Sperm Filter®) with resusption in the same two diluents
already described. After the decontamination procedure, the samples kept incubated at
their respective temperatures (37 ° C and 5 ° C) were evaluated for motility, vigor and
membrane integrity at 0, 15, 30 and 60 minutes times. In this study it was observed that
the use of centrifugation or filtration in the decontamination process are similar
allowing the use of another technique and that the use of these in combination with the
diluents make possible the reduction of the deleterious effect of the urine and the
obtaining of viable cells for use in insemination protocols, with commercial formulation

showing better results.

Keywords: semen of dogs, contamination, semen, decontamination semen

reproduction.
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INTRODUCAO

O avanco das biotecnologias de reproducdo assistida tem despertado grande
interesse da comunidade cientifica no que concerne a preservacdo de espécies
carnivoras ameacadas de extin¢do. Desde entdo, o desenvolvimento de biotecnologias
utilizando animais domésticos filogeneticamente préximos, como modelo experimental,
tem ganhado destaque. O cdo doméstico vem desempenhando importante papel,
permitindo a pesquisa, 0 aprimoramento e a aplicabilidade dessas tecnologias as
espécies silvestres ameacadas (Luvoni, 2000; Silva et al., 2003; Paula, 2011).

Cada espécie tem sua particularidade quanto a obtencdo, resfriamento e
congelamento de gametas; em protocolos de coleta de sémen, o ejaculado pode ser
contaminado com urina, conforme descrito em mamiferos como humanos, cavalos,
raposas da floresta (Cerdocyon thous) e ursos pardos (Makler et al., 1981; Griggers et
al., 2001; Souza e Paz, 2011; Gomes-Alves et al.,, 2014). Nos canideos €
frequentemente relatada a contaminagdo por urina durante protocolos de eletro-
ejaculacdo, contaminacdo essa provocada pela falha na sequéncia natural da ejaculacéo
anterégrada (emissdo seminal — fechamento da regido do colo da bexiga — expulsdo
seminal pela uretra peniana), decorrente da falha no fechamento do colo da bexiga
devido a sedacdo, que deve ser obrigatoriamente empregada para este procedimento em
canideos (Santos et. al., 2011).

Quando os espermatozodides sdo submetidos a um ambiente contaminado por
urina, a primeira alteracdo a ser percebida é a reducdo na motilidade (Griggers et al.,
2001; Santos et. al., 2011) e os efeitos deletérios evidenciados relaciona-se
principalmente a diferenca no pH e osmolaridade (Makler et al., 1981; Griggers et al.,
2001).

Os protocolos utilizados para evitar os efeitos da contaminacdo do sémen com
urina durante as coletas seminais incluem: lavagem do sémen em meio diluidor, por
meio da centrifugacgéo, logo apos a coleta (Makler et al., 1981; Griggers et al., 2001),
uso de simpatomiméticos agonistas-a2 para fechar o colo da bexiga no momento da
ejaculacdo (Romagnoli, 1999) e introdugéo de uma quantidade de tampdo dentro da
bexiga suficiente para neutralizar o efeito deletério da urina sobre o sémen (Brassesco et
al., 1988; Ranieri et al., 1995), porém observa-se consideravel variacdo nos resultados

descritos.
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Entre os métodos utilizados em protocolos de conservacdo de material geneético
por resfriamento ou congelamento de sémen, a centrifugacdo é descrita como eficaz
para a retirada do plasma seminal em diferentes espécies como observado em cdes
(Cunha e Lopes, 2009), ursos (Gomes-Alves, 2014) e bovinos (Campanholi et al.,
2015), porém outro método de separacdo proposto por Alvarenga et al., (2017) é a
filtragem do sémen, que foi aplicada em garanhdes e ja vem sendo usado em bovinos
(Campanholi, et al., 2015). O filtro retém apenas os espermatozoides e permite a
passagem do plasma seminal, mas ainda ndo ha relato da sua aplicacdo em cées.

A eletroejaculacdo € a técnica de eleicdo para obtencdo de material genético dos
canideos selvagens, e conforme ja citado, a contaminacdo dos ejaculados por urina é
citada de forma recorrente quando esta técnica € empregada. Entretanto, quando se trata
de preservacao de espécies em vias de extin¢do, o aproveitamento e utilizacdo de toda
amostra de material genético deve ser considerada, sendo assim, as técnicas e protocolos
de coleta de sémen devem ser continuamente aprimorados. Propomos que,
paralelamente a estes, técnicas que possibilitem o “resgate” e utilizacdo de material
genético de baixo potencial fertilizante, como o caso de sémen de canideos contaminado
com urina, podem ser também testadas e implementadas, desta forma, objetivamos com
esse trabalho: avaliar e comparar da centrifugacao e filtragem na descontaminacdo de

sémen de céo contaminado por urina.

MATERIAL E METODOS

Animais

As amostras de ejaculados foram coletadas de 10 cées de criadores particulares:
8 Pugs, estes com peso médio de 7,4 = 0,2 kg (variando de 7,2-7,8 Kg) e idade média
3,8+ 1,1 anos ( variando de 2 — 6 anos); 2 labradores com peso médio de 33,5+ 1,5 Kg (
pesos de 35 e 32 Kg) e idade média 5,5 anos + 1,5 (idades de 4 e 7 anos)

Coleta de sémen e urina
As amostras de sémen foram coletadas duas vezes na semana com intervalo de

72 h, sendo utilizada apenas a segunda amostra no estudo. Esta foi obtida através de

manipulacdo digital sem a presenca de uma cadela em estro, sendo utilizado a segunda
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fracdo dos 10 ejaculados, e as amostras tiveram inicio as avaliacBes e protocolos
experimentais em laboratorio ndo excedendo o tempo de 15 min apés a coleta.
A urina autdloga foi coletada apds a coleta de sémen através da micgdo

espontanea dos animais.

Protocolo Experimental

O Experimento foi realizado em no laboratério de Reproducdo Animal da
Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre - ES.

Ap0s coleta, os ejaculados dos 10 cdes foram divididos e incubados em urina
total autologa (solugcdo hiperosmotica) na proporcdo de 1:1 durante 30 minutos nas
temperaturas de 37°C (banho-maria) e 5°C (geladeira com temperatura controlada)
simulando duas possibilidades de processamento in vivo que podem, imediatamente,
suceder a coleta de sémen de cdes utilizados em protocolos de eletroejaculagédo nos
casos em que houver exposicdo do sémen a urina, bem como, formas de
acondicionamento e transporte do mesmo quando em contato com esta.

Em um segundo momento ap6s o periodo de incubagdo descrito acima cada
amostra referente a sua temperatura de incubacdo fora submetida a dois processos de
descontaminacéo (Figura 1):

1 — Centrifugacao (800g por 5 min) e resuspencdo em dois diferentes diluentes
(comercial — Botu-turbo® Botupharma, — Botucatu, SP, Brasil) e formulado no
laboratorio (2,4 g de leite em pd, 4,9 g de glicose, 0,75 mg de sédio Bicarbonato, 20 mg
de gentamicina, 1000 mL de &gua bidestilada, pH 6,5-7,3 e osmolaridade de 340-380
mOsm.L-1);

2 — Uso do processo de filtragem (Sperm Filter® - Botupharma — Botucatu, SP,
Brasil) e resuspencdo nos mesmos dois diluentes descritos acima (comercial e
formulado).

Apols o processo de descontaminacdo as amostras nos dois processos foram
avaliadas nos tempos: 0, 15, 30 e 60 minutos para avaliacdo das variaveis: Motilidade,

Vigor, Integridade de Membrana.
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URINA 4 EJACULADO (1:1) URINA + EJACULADO {1:1)
30 MINUTOS BACH 30 MINUTOS

37°C 5°C

N\ ¢ N
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DILUIDOR DILUIDOR | DILVIDOR | DILUIDOR [ DILUIDOR DILUIDOR | DILUIDOR § DILUIDOR
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comercial formulado comercial | formulado comearcial formulado comercial § formulado

(INCUBACAD37°C) {INCUBACADS5"C)
Avaliado: Y

Motilidade Avalicdo das amostras nos tempos: 0, 15, 30 e 60 min (pos

Vigor descontaminagdo)

Integridade de membrana *0 = momento imediato a descontaminacdo

Figura 1 - Diagrama experimental: avaliacdo de dois processos de

descontaminacéo ejaculado contaminados por urina

Avaliacédo do sémen e da urina

O sémen foi avaliado quanto as suas caracteristicas macroscopicas: cor,
aparéncia e volume; avaliado quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas como: pH
utilizando-se o modelo universal de 0-14 (Phmetro de Bancada, PH 0-14 KASVI —
K39-1014B); a Osmolaridade avalidada com uso do Osmémetro 5004-Micro-Osmette
™ (Precision Micro Systems Inc.).

As avalicBes microscopicas se fizeram com a aferi¢do da concentragdo do sémen
com a diluicdo na proporc¢éo de 1:200 em formol salina e os espermatozoides contados
em camara de Neubauer; a anélise morfoldgica a amostra utilizada na proporcao de 1:10
e ambos procedimetos avaliados em micriscopia de contraste de fase (System
Microscope Olympus Bx 41).

A motilidade e vigor foram avaliadas através do método subjetivo em
microscopia de contraste de fase sendo utilizada uma aliquota de sémen de 10uL em
lamina e laminula aquecida a 37°C. O resultado para motilidade & expresso em
porcentagem (0 — 100%) e vigor em escore (0 —5).

A integridade e funcionalidade da membrana espermatica foi avaliada através do

teste hipo-osmoético (HOST) a partir de 10 pl de aliquotas de amostras incubadas
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durante 10 minutos em agua destilada (Solucdo hiposmotica). Ap6s a incubagédo, 10uL
foram retirados da amostra, colocados entre lamina e laminula para a avaliacdo da
morfologia esperméatica em microscopio optico com contraste de fase. Foram contados
200 espermatozoéides e aqueles que estavam com a cauda enrolada forma considerados
como integros.

As amostras de urina foram avaliadas pelo laboratério de Patologia Clinica da
universidade Federal do Espirito Santo com determinacdo de bilirrubina, cetonas,
densidade, glicose, leucdcitos, nitrito, pH, proteina, sangue e urobilinogénio. A
osmolaridade da urina foi avaliado por um osmometro 5004-Micro-Osmette ™

(Precision Micro Systems Inc.)

Andlise Estatistica

Os dados foram tabulados e organizados em planilha do Microsoft Excel e apds
os resultados submetidos teste t de comparacdo de médias e sua significancia
determinadas mediante utilizacdo do aplicativo Sistema para Analises Estatisticas
(SAEG), versdo 9.1 (2007). As diferencas estatisticas foram consideradas em P < 0,05.
Os dados sdo expressos como média + erro padrdo.

RESULTADOS

O sémen fresco mostrou um volume médio de 3,2 + 0,4 mL, 275 + 48 milhGes
de espermatozdides.mL-1, 84,16 + 4,2% de motilidade total e vigor de 4 + 0,5.
Os valores dos parametros observados na urina dos cdes ndo apresentaram

alteracOes evidentes a ndo ser na variagdo da osmolaridade (Tabela 1).
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Tabela 1 — Resultado da analise de urina autéloga dos cées ( n=10)

Variavel Resultado
Aspecto Limpido
Cor Amarelo-claro
Bilirrubina normal
Cetona normal
Densidade 1,016 £ 0,006
Glicose normal
Leucaocitos negativo
Nitrito normal
Osmolaridade (mOsmol.L ™) 987 a 1226 (X = 1108+76,7)
pH 6,8a7,2(X =7+0,2)
Proteina 72+12
Sangue negativo
Urobilinogénio normal

Apds o uso das diferentes técnicas para descontaminacdo, ap6s 30 minutos de
exposicdo do sémen a urina, a motilidade espermatica (Tabela 2) manteve-se similar
quando observamos o uso dos diferentes diluidores e técnicas de descontaminacao
(P>0,05), apresentando diferenca estatistica apenas quando observamos as avaliacfes

nas diferentes temperaturas utilizadas (P<0,05) .

Tabela 2 — Motilidade do sémen canino fresco (inicial) e ap6s descontaminagdo com
uso de dois diluidores (comercial X Formulado), duas técnicas (Centrifugacdo X
Filtragem) e diferentes temperaturas de incubacdo (37°C X 5°C).

Fator Inicial 0 15 30 60
. 84,93+0,38 46,15+0,76 46,15+0,76 42,12+0,52 31,18+0,66
Comercial
Diluidor A A A A A
Formulado 84,45+0,35 45,60+0,69 45,60+0,69 40,50+0,72 30,93+0,84
: x 84,70+0,38 45,28+0,68 39,18+0,32 35,10+0,49 30,70+0,68
Centrifugacdo A A A A "
Técnica
Filtragem 84,68+0,35 44,48+0,85 40,32+0,67 36,28+0,70 30,40+0,58
g A A A A A
85,35+0,34 47,10+0,69 40,20+0,49 35,40+0,36 30,30+0,73
5°C
Temperatura A A A A A
P 84,03+0,36 41,65+0,61 37,45+0,31 32,20+0,64 29,80+0,57
37°C 5 5 B 5 .

Médias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna para um dado fator néo diferem
significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Na observacdo do Vigor apesar de as amostras em seu momento inicial
aparentarem diferenca estatistica ap6s uso do das técnicas de descontaminagao
mantiveram uma similaridade n&o sendo observada diferenca entre os fatores estudados
(Tabela 3).
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Tabela 3 — Vigor do espermatozoide canino fresco (inicial) e ap6s descontaminagéo
com uso de dois diluidores (comercial x Formulado), duas técnicas (Centrifugacdo x
Filtragem) e diferentes temperaturas de incubacao (37°C x 5°C).

Fator Inicial 0 15 ¢ 30 60’
Comercial 4104006 320004  3,00+0,01  2,8+005 2,21+0,04
Diluidor A A A A A
Formulado 3.90+0,05  3,10£0,04  3,01+0,02 274003  2,11+0,04
B A A A A
N Centrifugacdo 4,09§o,o4 3.1640.05 A 3,05;0,04 2,91:),04 2,16;0,05
Tecnica Filtragem 3,91+0,07  3,13+0,03  3,0640,02  2.9+005  2,16+0,04
B A A A A
sc 408+0,06  323x004 3124002  3,0+006  2,25%0,05
Temperatura A A A A A
— 3,93+0,05  3,0640,04  2,90+0,09  2,8+0,09  2,08+0,03

B A A A A

Médias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna para um dado fator ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Para integridade da membrana se observa diferenca estatistica (P<0,05) quando
analisamos os fatores uso de diluidor e temperatura no processo de avaliagdo pés
descontaminacdo (Tabela 4).

Tabela 4 — Integridade de membrana do espermatozoide canino fresco (inicial) e ap6s
descontaminacdo com uso de dois diluidores (comercial X Formulado), duas técnicas
(Centrifugacdo X Filtragem) e diferentes temperaturas de incubagédo (37°C X 5°C).

Fator Inicial 0 15« 30° 60
. 90,00+0,29 63,90+0,55 62,90+0,45 58,90+0,35 40,63+0,69
Comercial
Diluidor A A A A A
88,90+0,40 61,15+0,49 60,05+0,59 54,08+0,64 36,93+0,69
Formulado
B B B B B
. ~ 89,58+0,34 62,63+0,54 60,43+0,44 58,22+0,30 39,03%+0,79
Centrifugacédo A A A A A
Técnica
Filtragem 89,33+0,38  62,43+0,58 60,42+0,32 58,15+0,28 38,53+0,71
g A A A A A
0 90,08+0,29 63,28+0,49 61,45+0,51 59,42+0,50 40,88+0,64
5°C
Temperatura A A A A A
88,83+0,40 61,78+0,60 59,78+0,45 57,25+0,39 36,68+0,70
37°C B B B B B

Médias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna para um dado fator ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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DISCUSSAO

A urina apresentou valores referenciais dentro da normalidade para um exame de
urinalise (Whitbread, 2016; Santos et al., 2017), entretanto a variacdo da osmolaridade
de 987 a 1226 (média 1108+76,7) mOsmol.L! apresentou —se menor do que o
observado por Santos et al. 2017, fato este talvez possivelmente relacionado pela
padronizacdo da raca e do prorpietarios dos animas, porém ndo interferindo na acdo
deletéria desta sobre o ejaculado, com menor osmolaridade e que apresentou variagdo
de 257 — 287 (média 272+15) mOsmol.L™.

As alteracGes observadas na motilidade evidenciam um decréscimo natural das
amostras apds descontaminacdo com o decorrer do tempo, seja resfriado ou aquecido,
apos passar por processo de centrifugacdo ou filtragem e também ap6s o uso de
diferentes diluidores, porém observa-se uma diferenca estatistica (P<0,05) quando
observamos a variavel diluidor utilizado e a integridade de membrana, com uma melhor
avaliacdo do diluidor comercial (BotuTurbo®), que pode ser caracterizado pela
formulacdo do mesmo, porém em todas as avaliacdes, a motilidade se manteve num
valor médio superior que 30% que possibilita 0 aproveitamento para uso em protocolos
de inseminacdo se comparamos 0 que Se preconiza para 0 uso de sémen congelado que
apresentando motilidade superior ou igual a 30% produz taxas de fertilidade de 45% no
seu uso em IA com deposicdo vaginal e de 64 — 84 % no caso de uso em IA intra-
uterina -1AIU ou IA transcervical — IAIU TC (Chirinea e Lopes 2013 e CBRA 2013).

Os efeitos deletérios da urina sobre os espermatozoides ficam mais evidentes
quando este esta incubado em meio aquecido, corroborando com o observado em nossos
estudos anteriores (Ramos et al., 2017 e Trabalho 2), evidenciando o efeito protetor do
resfriamento, mesmo para incubacdo em ambiente adverso (hiperosmotico)
provavelmente pela diminuicdo da atividade da célula espermatica e, por consequéncia,
do seu metabolismo e producdo de catabolitos toxicos, promovendo neste meio células
espermaticas com melhores valores de motilidade e viabilidade, como ja demonstrado
por Vertegen et al., (2005). Podemos sugerir que neste modelo de preservacdo e
protecdo aos efeitos adversos provocados pelo contato com a urina haverd uma maior
probabilidade de sustentacdo da motilidade espermaética e de capacidade de sobrevida
durante a passagem pelo trato genital da fémea o que produzira, por conseguinte, uma

maior taxa de fertiliza¢do, concordando com o j& apresentado por Das et al., (2017).
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Os resultados obtidos sugerem ainda que nem a centrifugacdo nem a filtragem
aumentam os efeitos negativos provocados pelo contato direto dos espermatozoides
com urina, corroborando com resultados apresentados por Santos, et al., (2017), e que a
diluicdo do material descontaminado em meios extensores apropriados proporciona a
manutencdo da viabilidade das células espermaticas e reduz o efeito deletério da urina,

mesmo tendo havido 30 minutos de contato direto dos espermatozoides com a mesma.

CONCLUSOES

Os efeitos da centrifugacdo e filtragem no processo de descontaminacdo foram
similares, proporcionando mais um método alternativo e viavel para processamento de
amostras de ejaculados contaminados com urina.

A associacdo entre a utilizacdo do diluidor BotuTurbo® para ressuspensao apos
descontaminacdo e a manutencdo das amostras resfriadas (5°C) apds descontaminacao
proporcionou os melhores resultados quanto a manutencdo da qualidade de células

espermaticas que estiveram por 30 minutos em contato direto com urina.
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RESUMO

Este trabalho relata o uso de um protocolo de acondicionamento, manutencdo e
descontaminacdo de sémen canino contaminado por urina (urospérmico) e o uso deste
em protocolo de inseminacdo artificial intra-vaginal (IA) de duas cadelas. Apo6s
realizacdo de exame androldgico do cdo (CBRA, 2013) e constatado contaminagdo de
urina em seu ejaculado anterégrado, havendo interesse de utilizacdo deste material para
a reproducdo, iniciou-se 0 acompanhamento do ciclo estral de duas fémeas adultas e
saudaveis da mesma raca por meio de citologia vaginal. A colheita de sémen foi
realizada por estimulo manual do pénis e o ejaculado submetido ao armazenamento
imediato a temperatura de 5°C, diluido na proporcéo de 1:1 com diluidor o comercial
BotuTurbo®. Foi realizada filtragem do material para descontaminacéo através do filtro
SpermFilter® de onde obteve-se uma amostra seminal com caracteristicas e qualidade
passivel de uso em protocolos de IA (motilidade média de 56 % , vigor de 3% e
concentracdo media de 177 espermatozoides.mL-1). Realizou-se trés IAs em cada
fémea, sempre sendo realizado o mesmo protocolo com a amostra seminal obtida, com
intervalo de 48 h entre cada IA. O diagnostico de gestacdo foi realizado apos 30 dias da
identificacdo do diestro citoldgico, sendo positivo para as duas fémeas inseminadas,
produzindo quatro e trés filhotes em cada parto. Concluimos que o processo de
descontaminacdo utilizado possibilitou a manutengdo e obtengdo de células

espermaticas viaveis e aptas para fertilizar um o0cito e promover uma gestacéo.

Palavras chave: IA, fertilizacdo, descontaminagéo seminal, filtracdo ejaculado
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ABSTRACT

This work reports the use of a protocol for the conditioning, maintenance and
decontamination of canine semen contaminated by urine (urospermic) and its use in the
intra-vaginal artificial insemination protocol (Al) of two bitches. After an andrological
examination of the dog (CBRA, 2013) and urine contamination was verified in its
anterograde ejaculate, and there was an interest in the use of this material for breeding,
it was followed the estral cycle of two healthy adult females of the same breed by
vaginal cytology. Semen collection was performed by manual penis stimulation and the
ejaculate was submitted to immediate storage at 5 ° C, diluted 1: 1 with BotuTurbo®
commercial diluent. Filtration of the decontamination material through the
SpermFilter® filter was performed, from which a seminal sample was obtained with
characteristics and quality that could be used in Al protocols (mean motility of 56%,
vigor of 3% and average concentration of 177 spermatozoa.mL ). Three Als were
performed in each female, always being the same protocol with the seminal sample
obtained, with interval of 48 h between each Al. The gestation diagnosis was performed
after 30 days of identification of the cytological diestrus, being positive for the two
inseminated females, producing four and three pups at each birth. We conclude that the
decontamination process allowed the maintenance and obtaining of viable sperm cells

and able to fertilize an oocyte and promote a pregnancy.

Key words: Al, fertilization, seminal decontamination, ejaculate filtration

INTRODUCAO

Com proximidade e interacdo cdo-homem, houve um aumento do interesse por
parte dos criadores em incrementar a eficiéncia reprodutiva de seus animais, levando
dessa forma a uma maior utilizacdo de biotécnicas da reproducdo aplicadas aos caes,
atentando para a preservacdo e multiplicacdo de algumas racas de alto valor zootécnico
(Evangelista et al., 2016).

A inseminacgdo artificial (IA) pode ser utilizada na espécie canina como
alternativa para animais impossibilitados de realizarem a monta natural quer seja por

anomalias anatdmicas, problemas comportamento, distancias geograficas que dificultem
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a viajem dos animais ou na utilizacdo de amostra de material genético com baixo
potencial fertilizante. A IA é preconizada ainda por proteger animais de contaminagdes
por doengas sexualmente transmissiveis, agressividade inerente da raga, bem como,
desproporcédo em relacdo ao peso entre o casal (Uchoa et al., 2012).

Cada espécie tem sua particularidade quanto a obtencdo, resfriamento e
congelamento de gametas. Nos canideos € relatada a contaminagdo por urina, seja pela
emissdo de urina junto com o sémen (urospermia), ou pela ejaculacdo em direcdo a
bexiga (ejaculacdo retrograda), que pode ocorrer tanto na monta natural, como na coleta
por estimulacdo peniana ou durante a eletro-ejaculacdo (Santos et al., 2011 ). A
contaminacdo é provocada devido a falha na sequéncia natural da ejaculacéo
anterograda com eventual falha no fechamento do colo da bexiga.

Quando os espermatozoides sdo submetidos a um ambiente contaminado por
urina, a primeira alteracdo a ser percebida é a reducdo na motilidade (Griggers, et al.,
2001; Santos et al., 2011). Os protocolos utilizados para evitar os efeitos da
contaminagdo do sémen com urina durante as coletas incluem: lavagem do sémen em
meio diluidor por meio da centrifugacdo logo apds a coleta (Makler et al., 1981;
Griggers et al., 2001), uso de simpatomiméticos agonistas-a2 para fechar o colo da
bexiga no momento da ejaculacdo (Romagnoli, 1999) e introducdo de uma quantidade
de tampé&o dentro da bexiga suficiente para neutralizar o efeito deletério da urina sobre o
sémen (Brassesco et al., 1988; Ranieri et al., 1995) porém, com consideravel variacdo
nos resultados.

Em estudos recentes apresentamos uma metodologia de armazenamento (5°C) e
descontaminacdo (filtragem) de sémen de cdo contaminado com urina que, mesmo apos
0 contato com esta por até 30 minutos, possibilitou a obtencdo de células espermaticas
viaveis (Trabalho 2 e 3).

Diante do exposto o objetivo deste trabalho é relatar o uso de sémen de um céo
macho urospérmico, adulto e saudavel da raca Pug apds processo de descontaminacao

pela urina, para a inseminacao artificial intra-vaginal em duas cadelas da mesma raca.
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DESCRICAO DO CASO

Uma proprietario de um Canil de Pugs Localizado na Cidade de Gerdnimo
Monteiro —ES procurou atendimento veterinario em novembro de 2016 para um céo
macho da raca Pug pesando 7,4 kg e com 3,5 anos de idade, com histdrico de tentativas
sucessivas frustradas de emprenhar fémeas pela de monta natural. Foram feitas
tentativas de copula com 4 fémeas diferentes, sem sucesso na obteng&o de prenhez.

Ndo foi observada nenhuma alteracdo na avaliacdo clinica, e o animal
apresentava mucosas normocoradas, linfonodos normais e temperatura de 38,5 °C.
Exames laboratoriais como hemograma completo ndo apresentaram qualquer tipo de
alteragéo.

Ao realizar ao exame andrologico em 18-11-2016 foi observada a presenca dos
dois testiculos com consisténcia e tamanhos normais; apos coleta do ejaculado através
de manipulacdo digital observou-se: Avaliacdo macroscépicas — volume total de 4,6 ml,
cor amarelada e aspecto leitoso; Avaliacdo microscopica 15 minutos apds coleta:
Motilide (45%), vigor (3), Integridade de Membrana (62,4 %) e morfologia normal
(88,32 %).

Em uma segunda coleta seminal, em 09-12-2016, observou-se: Avalia¢do
macroscopicas — volume total de 4,8 ml, cor amarelada e aspecto leitoso; Avaliacdo
microscopica 15 minutos ap06s coleta: Motilide (40%), vigor (3), Integridade de
Membrana (60,2 %) e morfologia normal ( 89,4 %).

Ambos os resultados (tabela 1) sdo condizentes com o observado por Ramos et
al. (2017) em estudo com sémen de cdes contaminados com urina, sendo assim,
diagnosticou-se o animal como urospérmico e devido o interesse da proprietaria em
promover a reproducdo do mesmo, foi apresentado a esta o estudo desenvolvido com
descontaminacdo de sémen canino com uso da filtragem associada a incubacdo em

temperatura de 5°C e uso do diluidor BotuTurbo.
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Tabela 1 — Valores dos parametros observados em exame andrologico de cédo

comparado com resultado de trabalho de avaliacdo de sémen cdo contaminado com

urina
Coletal Coleta?2 Ramos et al 2017

(15 min - 3°C)
Volume (mL) 4,6 4.8
Motilidade (%) 45 40 48,3+ 9
Vigor 3 3 2,805
Morfologia (%) 88,32 89,4 915+8
Integridade de Membrana (%) 62,4 60,2 80,15

Foram selecionadas duas cadelas de raca Pug do mesmo canil para
acompanhamento do ciclo estral por meio de citologia vaginal para realizacdo de 1A no
momento do estro utilizando-se 0 sémen do cdo urospérmico apds processo de
descontaminacdo da amostra.

Em 5 de dezembro de 2016 as duas cadelas apresentaram o0s sinais de proestro
(secrecdo serosanguinolenta, inquietacdo, aumento de vulva, machos sendo atraido
porém sem deixar se montar) e foi iniciado o acompanhamento de seus ciclos estrais por

meio de citologias vaginais (tabela 2 ).

Tabela 2 — Avaliacédo citoldgica de duas fémeas da raca Pug no periodo de 05-

01-2017 a 19-01-2017 para realizacdo de inseminacdo artificial intravaginal (IAIV).

(%) celulas superficiais na citologia vaginal

DATA Animal 1 Animal 2
05-01 30 40
07-01 35 45
09-01 60 65
11-01 80 (12- 1A IV) 85 (12- 1A 1V)
13-01 90 (2¢- 1A IV) 90 (2¢- 1A IV)
15-01 90 (3*- 1A IV) 90 (3*- 1A IV)
17-01 85 80
19-01 < 40 (Diestro) 70

21 -01 <40 (Diestro)

*1A IV — inseminacdo artificial intravaginal
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O ejaculado do macho urospérmico foi coletado nos dia em que a citologia
apresentou-se com porcentagem de células superficiais superior a 80% e foi processado
de acordo com o proposto em estudo anterior.

Apds colheita o ejaculado foi imediatamente acondicionado em recipiente com
temperatura controlada a 5°C e diluido na propor¢do de 1:1 com diluidor BotuTubo®,
num intervalo ndo superior a 20 minutos este ejaculado foi transportado até o
laboratério e passou por processo de filtragem atraves de filtro SpermFilter®. A
amostra filtrada foi ressuspendidas e usadas para IAIV com o volume dividido por dois
formando assim a dose inseminante de cada animal (Figura 1), todos os ejaculados

passaram por avaliacdo antes e ap0s filtracdo (Tabela 3).

Colheita avaliagao Mo\:gndade
> igor
I
. srman Morfologia

(uraspéemico) Integridade de membrana

[ ] espermatica

l Manutengio
5°C
W) ey | T R e ot
FILTRAGEM — Sperm Filter *

Ressuspender
(1:1)
DILUIDOR
el p— [
l, dose 1A

Motilidade
Vigor
Morfologia
Integridade de membrana

Figura 1 — Diagrama experimental: Aplicacdo de protocolo de descontaminacgéo de
ejaculado urospérmico de ¢do com uso de filtragem.
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Tabela 3 — Avaliacdo de ejaculado de cdo urospermico nos momentos POs-

colheita e PoOs-descontaminagdo para uso em protocolo de Inseminacdo Artificial

Intravaginal.
Pds- Pos- Pos- Pos- Pos- Pos- Pés- Pés-
colheita filtragem colheita filtragem colheita filtragem colheita filtragem
1B 1A 221A 321A Média

Volume (mL) 42 8,0 4,0 8,0 35 7.0 3.9 7,67
Motilidade (%) 45 55 50 58 40 55 45 56
Vigor 3 3 3 3 3 3 3 3
Morfologia 87,25 90,20 89,45 90,8 8725 9020 87,98 90,40
Integridade de

65,40 68,20 68,30 70,40 64,20 66,70 65,96 68,43
Membrana

[ ] espermética
(espermatozdides.mL™ 270 186 254 178 262 167 262 177
1)

As 1As foram realizadas através de pipeta plastica propria para inseminacdo na
espécie canina, com a deposicdo da dose inseminante (x = 3,8 ml) no fundo vaginal de
cada uma das fémeas, consecutivamente. Apos a deposicdo do sémen as cadelas foram
mantidas por 10 minutos com os membros posteriores elevados com objetivo de evitar o
refluxo de contetdo.

Por volta de 30 dias ap6s o diestro citologico, foi realizado exame
ultrassonografico abdominal nas cadelas para diagndstico de gestacéo (20-02-2017 e 22-
02-2017) e confirmada a presenca de fetos vivos e viaveis em ambos 0s animais
inseminadas. Em 23 de marco de 2017, apds realizacgdo de novo exame
ultrassonografico e observacdo de aparente inicio de sofrimento fetal na gestacdo da
cadela 1 (Batimentos cardiacos fetais < 190 Bat.min™), foi realizada cesariana na cadela
e 0 nascimento de quatro filhotes (3 fémeas e 1 macho). Em 24 de margo o mesmo foi
observado na cadela 2 (Batimentos cardiacos fetais < 185 Bat.min) e foi realizada
cesariana que produziu nascimento de trés filhotes vivos e viaveis (2 fémeas e 1 Macho)
(Tabela 4).



Tabela 4 — Diagndstico de gestacdo, data do parto e numero de filhotes de
cadelas apds IAIV com sémen de cdo urospérmico descontaminado.

Atividade Animal 1 Animal 2
Diagndstica gestacéo 20-02-2017 = + 22-02-2017 =2 +
Parto (Cesaria) 23-03-2017 24-03-2017
Numero filhotes 4(3felm) 3(2felm)

+ = Gestacgdo positiva, f = Fémeas e m = Machos

DISCUSSAO

O céo do caso relatado apresenta como caracteristica a urospermia que pode
ocorrer em animais devido a falha no mecanismo de ejaculacdo promovendo falha no
fechamento do colo da bexiga e assim permitindo a emissédo de urina junto com o
ejaculado, a presenca desta em contato com células espermaticas ja foram objetos de
estudos onde se demonstrou que a hiperosmolaridade da mesma interfere diretamente na
qualidade espermética alterando principalmente a motilidade da mesma demonstrado o
efeito deletério da urina (Griggers et al., 2001; Santos et al., 2011 ), bem como, este
efeito é progressivo no decorrer do tempo e sendo o periodo de no maximo 30 minutos
possiveis para que se faca a descontaminacdo e obtenha células espermaticas viaveis
(Ramos et al., 2017).

O uso de metodologias que possibilitem o aproveitamento do ejaculado tem sua
importancia tanto para atender a o mercado pet onde hoje temos a cada dia mais uma
inter-relacdo homem — animal tanto afetivamente como comercialmente, levando a
busca e estudos para uso de biotécnicas objetivando a reproducdo de ragas de valor
zootécnico, bem como, serve como modelo experimental para usar em animais
carnivoros ameacados de extingdo tendo em vista que no processamento de material
genético de animais em via de extingdo, toda amostra colhida deve ser aproveitada.

O uso de uma metodologia estudada por nossa equipe, onde a manutencéo deste
ejaculado contaminado em ambiente refrigerado e posterior filtragdo do mesmo com
adicdo de diluente comercial possibilitou a obtencdo de células espermaticas viaveis e
com caracteristicas satisfatorias para serem utilizadas em inseminacéo artificial mesmo
que vaginal. A motilidade espermética média foi 56 %, o vigor médio de 3% e
concentragio espermatica média foi 177 espermatozoides.mL™, corroborando com o
observado em Ramos et al 2017, Santos et al., 2017. Os parametros seminais
observados esta em acordo com o preconizado pelo CBRA (2013) para uso de sémen
resfriado, que € a motilidade superior ou igual a 50%, vigor maior ou igual a 3, dose
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inseminante de 150 x 10%/mL ou sémen congelado congelado com deposicdo vaginal
que é motilidade superior ou igual a 30% , vigor maior ou igual a 3, dose inseminante
de 30 — 50 x 10%/mL e que segundo a literatura possibilitam uma fertilidade com a 1AIV
de, respectivamente, de 80 a 90 % e de 45% (Chirinea e Lopes 2013 e CBRA 2013).

Neste relato foi realizado o acompanhamento do ciclo estral da cadela através da
observagdo das mudancas comportamentais e da citologia vaginal, no entanto estes
métodos, apesar de bastante uteis e rotineiramente utilizados na clinica reprodutiva, ndo
permitem determinar o dia exato da ovulacdo (Gonsalves e Figueiredo, 2003).
Entretanto, este foi 0 método possivel de ser utilizado na regido e nas condi¢cdes em que
nos encontravamos para uma melhor resposta e resultado em estudos futuros e em caso
de animais ameagados de extingdo o uso da dosagem hormonal de progesterona para
deteccdo do melhor momento para a realizacdo da IA deve ser preconizada (Reynaud et
al., 2005 e Lopes e Derussi, 2009).

O método de IA utilizado foi a deposicdo vaginal por ser o método disponivel no
momento e apresentar-se como uma via de facil e com resultados satisfatorios no uso de
sémen fresco e refrigerado (Uchoa, 2012), porém apesar de o ejaculado apds
descontaminacdo apresentar caracteristicas satisfatorias para uso nesta via, devemos
pesar que o uso de uma via intrauterina possibilita uma maior chance de sucesso, e
ainda que, considerando-se o emprego desta metologia em animais ameacgados de
extincdo, esta seria a via de escolha pelo fato da necessidade de captura e sedacdo do

animal para a realizacdo do procedimento.

CONCLUSAO

O ejaculado de cdo contaminado com urina, imediatamente diluido em meio
comercial, resfriado a 5°C por periodo inferior a 20 min, descontaminado através da
filtragem e usado para inseminacdo artificial com deposi¢cdo intravaginal produz

gestacdo e obtencdo de fetos vivos e viaveis.
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7 — CONCLUSOES GERAIS

O Tema estudado (Sémen de Cées) apresenta importante grau de relevancia e
tem atraido a atencdo para publicacdo internacional e nacional no periodo estudado
(2005-2014), como o Brasil figura entre os principais em producdo cientifica sobre o
tema sendo evidenciado observacdo de uma maior taxa de crescimento nas publicacdes,
influéncia de nossos autores e instituicbes presentes entre 0s que mais publicam.

Apos observacdo da importancia do tema estudado desenvolvemos trabalhos que
evidenciaram que o tempo maximo para acdo de descontaminacdo de um sémen
contaminado com urina deve ser de 30 minutos e a manutencdo deste em ambiente
refrigerado proporciona melhores resultados quanto a sua motilidade e viabilidade em
comparacdo a manutencdo em meio aquecido.

O trabalho também conseguiu propor a filtragem (Sperm Filter®) como uma
alternativa viavel e eficiente para descontaminacdo de sémen contaminados com urina e
obtencdo de células espermaticas viaveis, sendo comprovado através da aplicacdo da
técnica associada ao uso do resfriamento (5°C) e diluigdo em diluidor comercial (Botu
Turbo®) em um protocolo de inseminacédo artificial intravaginal em cdo urospérmico,
promovendo a fertilizacdo e por consequéncia a gestacdo em duas cadelas.

S&0o necessarios mais estudos sobre o tema para maiores esclarecimentos sobre a
acdo deletéria da urina e 0 mecanismo de protecdo promovido a células esperméticas em
ambiente refrigerado, bem como, confirmar as taxas de fecundagdo com o uso de

ejaculados submetidos a esses processos de descontaminacao.



