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DINIZ, J.V.A. Utilizacao do caseinato de s6dio na congelacio de sémen bovino. 2017.
70 . Botucatu, 2017. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Resumo

Os meios diluidores de sémen exercem importante papel na manutengdo da qualidade e
da viabilidade espermatica, assim como da sua capacidade de fertilizacao apds o processo
de criopreservacao. O estudo objetivou avaliar a eficacia do caseinato de sodio (2%)
adicionado a diluente comercial com 15% de gema de ovo (grupo GC), na manutencdo
da fertilidade do s€émen bovino criopreservado e, como controle, empregou-se 0 mesmo
diluente comercial com 20% de gema de ovo sem caseinato de sodio (grupo G). No
experimento 1, em sémen descongelado dos dois grupos foram avaliados padrdes de
cinética espermatica, populagdo de espermatozoides sem as alteracdes das membranas
plasmatica e acrossomal (IMPA), sem desestabilizacio da membrana (SDM) e sem
transloca¢ao de fosfatidilserina da membrana (STF), alto potencial mitocondrial (APM)
e geracdo de superoxido (O27). Nos experimentos 2 e 3 realizaram-se respectivamente,
teste de fertilidade in vitro (taxa de clivagem no dia 3 e taxa de formacao de embrides no
dia 8 apos a fecundagao) e in vivo (porcentagem de prenhez) por meio da IATF. De acordo
com os resultados, verificou-se diferenca na cinética espermatica entre os dois grupos, a
favor do grupo GC (P<0,05) principalmente apos estresse térmico (T90). Com relagdo as
avaliacoes da IMPA, SDM, STF, observaram-se diferengas também no T90 em favor do
grupo GC (P<0,05) para as trés avaliagdes. Contudo, o alto potencial mitocondrial (APM)
e as espécies reativas ao oxigénio (EROS) foram menores no TO e no T90 para o grupo
GC (P<0,05). No teste de fertilidade in vitro foi constatada diferenca na taxa de clivagem
no dia 3 e na taxa de produ¢do de embrides no dia 8 do cultivo (P<0,05), assim como, no
teste de fertilidade in vivo em programas de IATF, verificou-se diferenca entre os dois
grupos de diluentes, a favor do grupo GC (P<0,05). Conclui-se que houve uma melhoria
na morfofuncionalidade espermatica e na fertilidade tanto in vivo como in vitro do s€émen

bovino criopreservado com adicao de 2% de caseinato ao diluente.

Palavra chave: CASA, gema de ovo, criopreservacao, FIV, IATF



DINIZ, J.V.A. Sodium caseinate use in bovine semen freezing. [Utilizacdo do
caseinato de sodio na congelacao de sémen bovino]. 2017. 70 f. Botucatu, 2017. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

Semen extender play important role in maintaining sperm quality and viability, as well as
the ability to fertilize after cryopreservation process. The objective of this study was to
evaluate the efficacy of sodium caseinate (2%) added to commercial diluent with 15%
egg yolk (CG group), to maintain the fertility of cryopreserved bovine sémen; as control,
the same commercial diluent with 20% egg yolk without sodium caseinate was used
(group G). In experiment 1, sperm kinetics, spermatozoa population without plasma and
acrosomal membranes changes (IMPA), without membrane destabilization (SDM) and
without membrane phosphatidylserine translocation (FTS), mitochondrial potential
(APM) and superoxide generation (O2-) of thawed semen of both groups were evaluated
In vitro fertilization test (cleavage rate on D3 and embryo rate in D8) and percentage of
pregnancy by TFAI were performed in experiments 2 and 3 F. According to the results,
there was difference in spermatic kinetics between groups, favoring GC (P <0.05), mainly
after termal stress (T90). IMPA, SDM, FTS, differences were also observed in T90 in
favor of GC (P<0.05) for three evaluations. However, the high mitochondrial potential
(APM) and oxygen reactive species (EROS) were lower in TO and T90 in GC (P <0.05).
In vitro fertility test showed difference on D3 cleavage rate and on D8 embryos
production (P <0.05), as well as in vivo fertility test by TFAI in favor of GC (P <0.05). It
was concluded that there was improvement of sperm morphofunctionality and fertility
both in vitro and in vivo of cryopreserved bovine semen with addition of 2% caseinate to

the diluent.

Keywords: CASA, egg yolk, cryopreservation, IVF, TFAL



1. INTRODUCAO

O Brasil estd entre os maiores produtores mundiais de carne bovina,
movimentando em 2015, R$ 93,98 bilhdes com a venda do produto no mercado interno,
e RS 19,49 bilhdes com exportagdes. Somam-se a esses montantes, R$ 10,19 bilhdes com
exportagdes de couro e R$ 15,29 bilhdes com demais derivados. A cadeia produtiva dessa
proteina animal movimentou cerca de R$ 147,03 bilhdes, gerando cerca de 7 milhdes de
empregos (ABIEC, 2016). Porém, ainda que tenha essa importancia na composi¢ao dos
bens do pais, ha que se melhorar certos parametros na producdo, o que fica explicito
quando estatisticas apontam indices relativamente baixos de produtividade dos rebanhos,
taxa de natalidade proxima de 60%, idade média ao abate de 48 meses e lotagdo que nao
atinge um boi por hectare nas propriedades que podem comprometer a rentabilidade da
atividade (ESCOBAR, 2015).

Todavia, ha tempos, preocupando-se em superar barreiras, buscou-se o apoio das
biotecnologias reprodutivas com vistas a incrementar a produgdo, alcangada
principalmente com o uso massificado da inseminacdo artificial (IA) que mais
tardiamente, praticada na modalidade de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF)
(BARUSELLI et al., 2004; ESCOBAR, 2015) e outras biotécnicas aplicadas a reproducao
animal, como sexagem de sémen, fertilizagao in vitro, clonagem, transgenia e a utilizagao
de marcadores moleculares (VARAGO et al, 2008; VIEIRA, 2012). Proporcionando
desta forma, em menor espago de tempo, o melhoramento genético do plantel, explorando
ao maximo a capacidade reprodutiva de animais de alta linhagem genética, como ocorre
atualmente com a IA (BARUSELLI et al., 2004; ARRUDA et al., 2011).

O éxito da aplicagdo da IA depende, dentre outros fatores, dos progressos
relacionados as técnicas de criopreservacdo das células espermaticas e dos meios
diluidores. Poucos avangos surgiram nas tltimas décadas em relagcdo ao desenvolvimento
de novos meios diluidores de s€émen da espécie bovina, razao pela qual ainda se constatam
os efeitos deletérios da criopreservagdo sobre a integridade e funcionalidade dos
espermatozoides (CELEGHINI et al., 2008)

O mecanismo de atuacdo do caseinato de sddio se faz no sentido de reduzir as
ligacdes indesejaveis das proteinas do plasma seminal com a membrana plasmatica dos
espermatozoides (BERGERON et al, 2007), levando como consequéncia sua
estabilizacao em razao da menor perda de seus lipideos integrais (MANJUNATH, 2012;
PLANTE et al., 2015), pela sua capacidade de reduzir a atividade das caspases e por



manter a integridade do DNA (PAGL et al,, 2006; COUTINHO DA SILVA et al,, 2012),
além de possibilitar o incremento na taxa de fertilidade em decorréncia de uma maior
ligacdo espermatica com a zona pelicida, condi¢ao desejavel para obtengdo de boa
fecundacao. Um outro atributo, atrelado ao diluente contendo o caseinato de sodio, € sua
afinidade com os ions de calcio que pode promover um retardo na pré-capacitacao em
decorréncia do processo de criopreservacdo (COUTINHO DA SILVA et al., 2012).
Assim, objetivou-se com o presente trabalho abordar aspectos relacionados a
utilizacdo do caseinato de sddio na congelacdo de sémen bovino como composi¢do
quimica alternativa aos de uso ja consagrados, como forma de alcancar melhores
resultados que possam ser traduzidos em fertilidade do sémen, posto que os diluentes sdo
elementos chave na determinagdo da qualidade do sémen congelado e, por via de

consequéncia, na otimizacao dos resultados de concepgao.
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70

Consideracoes Finais

Os efeitos do caseinato de sodio no diluidor de sémen tornaram-se evidentes
quando se observa que a integridade das membranas foi melhor preservada mesmo
quando desafiada pela agdo deletéria da congelacdo e, também, pelo fato de que o
desgaste metabolico das cé€lulas espermaticas foi poupado por tempo maior, permitindo
aos espermatozoides expressarem com vantagem a sua capacidade fecundante de modo
mais duradouro. Portanto, o seu emprego seria recomendavel na rotina de produgdo de
sémen bovino congelado. Todavia, como o mecanismo de acdo do caseinato de sodio
ainda ndo estd elucidado por completo, estudos fazem-se necessarios no sentido de

esclarecer o seu papel nos diluidores





