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CAMPOS, G. A. (2018). Comparacao entre diluentes a base de leite
desnatado e caseinato de sodio na refrigeracdo do sémen de equino.
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Resumo

A refrigeracdo de sémen é importante ferramenta para disseminacao de material
genético de garanhdes. Essa técnica € possivel pela correta diluigdo do sémen
em meios especificos e pelo uso de caixas proprias para refrigeracédo passiva a
5 ou 15°C. A maior parte dos diluentes para refrigeracdo de sémen equino
utilizados no mundo sédo a base de leite. Entretanto, um dos entraves da
utilizagéo deste produto biologico é o grande niumero de substancias contidas,
levando a n&o padronizacdo entre partidas. Visando solucionar esta
problemética, o desenvolvimento de meios diluentes quimicamente definidos que
proporcionem prote¢do aos espermatozoides durante o arrefecimento,
mantendo a fertilidade apds a refrigeracdo deve ser considerado. O uso de
fracbes do leite pode otimizar seu potencial benéfico, tendo em vista que
€ possivel aumentar a concentracdo dos componentes que favorecem a protecao
espermatica. A caseina é a fracdo do leite descrita como a mais eficaz para
manutencdo da viabilidade espermética e com capacidade de proteger a
membrana plasmética. Considerando essas informacgdes, este estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos de meios diluentes para sémen equino a base
de caseina (CS), caseina com pentoxifilina (CSP), caseina com colesterol (CSC)
e seus equivalentes a base de leite desnatado (LD), leite desnatado com
pentoxifilina (LDP) e leite desnatada com colesterol (LDC) sobre os parédmetros
espermaticos in vitro e fertilidade do sémen submetido a refrigeragéo passiva a
5°C por 24 horas em caixa de isopor para transporte de sémen. Os parametros
de motilidade espermética foram mais elevados para os grupos LD e LDC na
maioria das andlises. Os grupos que continham colesterol proporcionaram
melhor prote¢do para membrana. O grupo CSC se mostrou melhor em grande
parte das analises, destacando-se também no teste de fertilidade, onde
apresentou diferenca estatistica para os grupos LD, CS, LDP e CSP. Assim, a
utilizacdo de caseinato de sbédio mostrou-se uma alternativa viavel para a
substituicdo do leite desnatado em diluentes de refrigeracdo de sémen equino,
contribuindo para alta taxa de fertilidade.

Palavras-chave: Extensores, sémen, equino, inseminacao.
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Abstract

Cooling semen is an important tool for genetic material dissemination for superior
stallions. This technique is possible with the dilution of the semen in specific
extenders and by using specialized boxes for passive cooling at 5 or 15°C. Most
of the extenders for equine semen refrigeration used in the world are milk based.
However, one of the obstacles for the use of this biological product is the large
number of substances contained, leading to non-standardization between lots. In
order to solve this problem, developing a chemically defined extender for cooling
equine semen should be considered, providing protection to the sperm during
cooling and preserving fertility afterwards. The use of milk fractions can optimize
their beneficial potential, since it is possible to increase the concentration of
components that favor the spermatic protection. Caseinis the fraction of milk
described as the most effective for maintaining sperm viability and capable of
protecting the plasma membrane. Taking it into consideration, this study aims to
evaluate the effects of equine semen diluent media based on casein (CS), casein
with pentoxifylline (CSP) and casein associated with cholesterol (CSC) and their
equivalents to of skim milk-based (LD), skim milk with pentoxifylline (LDP) and
skim milk with cholesterol (LDC) regarding sperm parameters and in vitro fertility
of semen submitted to passive refrigeration at 5°C for 24 hours in a Styrofoam box.
The parameters of sperm motility were higher for LD and LDC in most
analyzes. Groups that contained cholesterol provided better membrane
protection. The CSC group proved to be better in most of the tests, especially in
the fertility test, where it presented statistical difference for the CS, CSP, LD & LDP
groups. The use of sodium caseinate has proved to be a viable alternative for
replacing skim milk extenders in equine semen refrigerated, contributing to high
fertility rate.

Keywords: Extenders, semen, equine, insemination.
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1. INTRODUCAO

A industria equina nacional exerce importante papel gerador de servico e
renda, movimentando anualmente R$ 16,15 bilhdes de reais e empregando
direta e indiretamente cerca de 3 milh6es de pessoas (MAPA, 2016). Visto as
dimensdes social e econébmica dos segmentos que compde o agronegocio do
cavalo, e visando as tendéncias atuais da inddstria equina, houve nos ultimos
anos, um crescimento significativo de pesquisas cientificas com foco na melhora
da qualidade e expansédo da producdo (ALMEIDA; SILVA, 2010). O enfoque em
reproducdo animal é essencial para que esse avan¢co ocorra. Para isso é
indispensavel o investimento e conhecimento em biotecnologia da reproducéo.

As biotécnicas da reproducdo constituem uma valiosa ferramenta para o
ganho genético da espécie. A inseminacgéo artificial em equinos € praticada em
todo mundo e sua forma mais comum de aplicacdo é com a refrigeracao
e transporte do sémen ao local onde se encontra a fémea (LOOMIS, 2006), que
se torna ainda mais importante quando levado em conta as distancias
demograficas, possibilitando o uso do sémen refrigerado em todo territério
nacional. Segundo Papa et al. (2005) esta € a biotécnica mais utilizada no Brasil,
com maior potencial de disseminacdo do material genético de garanhdes
superiores, gerando um grande impacto sobre a industria mundial do cavalo.

Devido a importancia que esta técnica representa na evolucdo da indastria
equina, deve-se aprimorar e desenvolver novos meios diluentes eficazes para
refrigeracdo do sémen equino, visando a conservacao das células espermaticas,
bem como a manutencdo da fertilidade. A maioria dos meios utilizados para
diluicdo de sémen equino sdo a base de leite, um fluido biol6gico de complexa
composicdo, que pode ter mais de 100.000 moléculas, contendo componentes
benéficos e prejudiciais as células espermaticas (BATELLIER, 1997;
BATELLIER et al., 2001). O desenvolvimento de meios com substancias
purificadas a partir de fragcdes do leite, como o caseinato de sodio, contribuiria
para a melhor padronizacédo entre os lotes.

Neste sentido, o objetivo desde trabalho foi revisar os efeitos de meios
diluentes a base de caseina e leite desnatado acrescidos de colesterol ou

pentoxifilina sobre o sémen equino refrigerado a 5°C por pelo menos 24 horas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inseminacéo artificial

A inseminacdo artificial (IA) € a acdo de depdsito mecanico do sémen no
trato reprodutivo da fémea por intermédio de um técnico capacitado, sem haver
necessidade de coito. Esta é provavelmente a técnica de maior impacto dentre as
biotécnicas, ja que um garanhdo pode produzir centenas de produtos ao longo da
vida reprodutiva (CANISSO et al., 2008).

A primeira inseminagdo artificial descrita foi realizada por Lazzaro
Spallanzani, no ano de 1780 na espécie canina, havendo nascimento de trés
filhotes 62 dias apds o procedimento (FOOTE, 1999; 2002). Entretanto, ha
registros de textos arabes do ano de 1322 onde um cacique teria ordenado aos
seus guerreiros que coletassem o sémen de um garanhédo da tribo rival para
realizar a inseminacédo de uma das suas éguas (DAVIS MOREL, 1999).

Os primeiros estudos cientificos com IA em equinos foram realizados na
Russia no inicio do século XIX estimulado pelos militares que necessitavam de
cavalos. Devido ao inicio da primeira guerra mundial o programa de IA parou,
voltando a ser utilizado extensivamente ap6s o fim do conflito como maneira de
substituir os animais perdidos na guerra. Nesta mesma época buscou-se formas
para preservar o sémen dos garanhfes visando aumentar o uso de animais
superiores em grandes areas geograficas (IVANOFF, 1922; FOOTE, 1999;
FOOTE, 2002).

Por muito tempo um dos maiores empecilhos para que a IA ganhasse
importancia e atravessasse fronteiras foram as associacbes de racas e
criadores, que, em sua maioria, foram contrarias ao uso da nova técnica.
Atualmente, constitui uma das formas mais eficientes de disseminacdo do
material genético de garanhdes superiores, gerando um grande impacto sobre a
industria mundial do cavalo (PAPA et al., 2005, LOOMIS, 2006).

O uso de sémen refrigerado seguido do transporte vem sendo empregado
rotineiramente nas Ultimas décadas em todo o mundo (AURICH, 2008),
tornando-se popular por muitos programas de melhoramento genético de
equinos (SHORE et al.,, 1988) por possibilitar a utilizacdo de garanhdes que

estejam alojados em centrais de reproducéo equina, facilitando o direcionamento



dos acasalamentos e logistica de coleta e transporte do sémen (NUNES;
ZUCCARI; COSTA e SILVA, 2006).

O emprego das biotécnicas da reproducdo oferecem iniUmeras vantagens
em relacdo ao acasalamento natural, destacando-se a possibilidade de coletar e
processar o sémen em uma propriedade e transporta-lo a diferentes localidades
para IA, aumento da eficiéncia reprodutiva, reducdo do risco de lesdo do
garanhdo durante a monta, reducdo da transmissao de doencas, eliminando
custo e estresse associado ao transporte da égua até a propriedade onde
o cavalo se encontra (VARNER et al., 1988; PAPA et al., 2005). Isto torna
os garanhdes disponiveis para criadores de diversas regides, ndo sé aos de onde
estéo alojados (PAGL et al., 2006).

Os Estados Unidos e o Brasil ocupam posicao de destaque na utilizagéo
de sémen refrigerado, sendo, respectivamente, os paises que mais utilizam esta
biotécnica (NUNES; ZUCCARI; COSTA e SILVA, 2006; PAPA et al., 2005),
apesar de estudos demonstrarem que a taxa de fertilidade de sémen equino
refrigerado ainda € bastante variavel, devido a interferéncia de diversos fatores
como fertilidade intrinseca do garanhado e da égua, composi¢do do meio diluente
de sémen, taxa de resfriamento, temperatura e tempo de armazenamento do
sémen, dose inseminante e proximidade da I.A. a ovula¢cdo da égua (SHORE et
al., 1988; BATELLIER et al., 2001; CONTRI et al., 2010).

Para obtenc&o de boa fertilidade com uso de IA com sémen refrigerado,
0s espermatozoides devem apresentar integridade funcional e estrutural desde a
refrigeracdio até o momento da fertilizacdo (NUNES; ZUCCARI; COSTA e
SILVA, 2006). Para isso deve-se usar meios diluentes capazes de proteger a
membrana plasmatica dos efeitos deletérios do arrefecimento, sem comprometer

seu potencial de fertilizacéo.

2.2 Célula espermética sob refrigeracao

O espermatozoide € uma célula haploide altamente complexa e
especializada que tem as habilidades de motilidade ativa e fertilizacdo do odcito
para formacdo do zigoto. Com limitada capacidade de reparo, o dano a sua
membrana plasmatica resulta na perda irreversivel de suas fun¢cdes (AMANN;
GRAHAM, 2011; VARNER; JOHNSON, 2011; AURICH, 2005).



O metabolismo espermético a temperatura corporal € alto (SQUIRES et al.,
1999). Contudo, o resfriamento diminui a atividade metabdlica dos
espermatozoides (PICKELL; AMANN, 1987; SQUIRES et al., 1999; AURICH,
2008), reduzindo também o crescimento e a atividade microbiana (AURICH,
2008). A gueda do metabolismo € de cerda de 50% a cada 10°C de
arrefecimento. Quando o sémen é mantido a 5°C, apenas 10% de seu
metabolismo € necessario para sua sobrevivéncia (SQUIRES et al., 1999). Desta
forma, a temperatura reduzida tem sido o principal meio de retardar as reacdes
guimicas e prolongar a fertilidade dos espermatozoides por longos periodos
(PICKELL; AMANN, 1987; SQUIRES et al., 1999).

2.2.1 Membrana plasméatica do espermatozoide

O espermatozoide pode ser dividido morfologicamente em cabeca, peca
intermediaria e flagelo. A membrana plasmatica € o componente mais externo e
engloba toda sua extensdo, sendo continua sobre toda sua superficie, de igual
natureza e funcéo regionalmente, havendo diferenciacdo somente quando ha
reacdo acrossomal, senilidade, lesdo ou morte celular (AMANN; GRAHAM,
2011; VARNER; JOHNSON, 2011). A membrana plasmatica é de fundamental
interesse devido seu papel direto no processo de fertilizacdo (LADHA, 1998). Sua
analise tem sido descrita como melhor preditivo de fertilidade comparado a testes
de concentracdo espermatica, motilidade e morfologia (AMANN, 1989).

O modelo estrutural basico da membrana plasmatica é o de mosaico fluido
composto por uma bicamada dindmica de fosfolipidios polares distribuidos
assimetricamente e de caracteristica anfipatica. Os fosfolipidios nesta bicamada
sdo orientados com o0s seus grupos de células hidrofilicas para fora da
membrana (compartimento extracelular e citosdlico) e suas cadeias de &cidos
graxos hidrofobicos para o interior da membrana (SINGER; NICOLSON, 1972).

Este arranjo forma uma barreira hidrofébica pela qual a agua e as
moléculas nela dissolvidas passam com dificuldade. As moléculas geralmente
atravessam ou séo transportadas por canais ou poros formados pelas proteinas
gue estédo intercaladas aos lipidios (HOOGEWIJS, 2010). A estrutura do mosaico

fluido €, portanto, formalmente analoga a uma solucéo orientada bidimensional de



proteinas integrais (ou lipoproteinas) no solvente de bicamada lipidica viscosa
(SINGER; NICOLSON, 1972).



A membrana plasmatica do espermatozoide € rica em fosfolipidios,
glicolipidios e colesterol (PARKS; LYNCH, 1992; AMANN; GRAHAM, 2011). A
fosfatidilcolina e a esfingomielina encontram-se dispostas no folheto externo da
bicamada lipidica, enquanto a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina situam-se
no folheto interno (LADHA, 1998). O deslocamento da fosfatidilserina para
o folheto externo ocorre apenas durante o dano da membrana, como choque frio
ou dano de resfriamento severo, ou durante os estadios quando as alteracfes da
membrana devem ocorrer, como a capacitacdo ou a reacdo acrossomal
(QUIN, 1989).

As proteinas sdo misturadas com os lipidios e representam cerca de 50%
do peso da membrana. Podem ser consideradas integrais (essenciais para a
estrutura da membrana) ou periféricas (associadas a membrana, porém
facilmente removidas). Algumas proteinas integrais servem como poros ou
canais através da membrana ou séo receptores de superficie para outras
moléculas, enquanto outras sdo encontradas entre as duas bicamadas da
membrana (AMANN; GRAHAM, 2011).

Os fosfolipidios tém capacidade para se mover lateralmente ao longo da
membrana, proporcionando sua natureza dinamica, o que é fundamental na
funcéo global da membrana. A medida que os lipidios e as proteinas se movem
pela membrana, eles podem interagir com proteinas e outros lipidios e sdo essas
interacdes que permitem que canais de ions, sinalizadores de receptores e
transportadores de proteinas funcionem normalmente (GRAHAM, 2011).

O colesterol, esteroide predominante na membrana plasmatica do
espermatozoide, ajuda a estabilizar a membrana a temperatura corporal
preenchendo os espacos devido aos fosfolipideos adjacentes com cadeias de
acidos graxos de diferentes comprimentos de carbono ou diferentes graus de
instauracdo (PARKS; GRAHAM, 1992; SQUIRES et al., 1999; GRAHAM, 2011).
A proporcdo de colesterol para fosfolipidos com cadeias laterais de &cido
polinsaturadas, assim como a natureza do fosfolipido, determina a fluidez da
membrana (AMMAN; GRAHAM, 2011). Para a membrana plasmatica de
garanhdes essa proporcéo de colesterol:fosfolipidio € de 0,36 (PARKS; LYNCH,
1992).



As membranas séo fluidas a temperatura corporal, com as
moléculas lipidicas em estado liquido, em vez de gel ou cristalino. O

colesterol ajuda a



manter os fosfolipidos em um arranjo aleatério e lamelar. Em geral, quanto mais
colesterol presente, menos fluido ou flexivel é a por¢do da membrana. A
remocdao do colesterol da membrana plasmatica provoca sua desestabilizacéo e,
consequentemente, a reorganizacdo dos componentes da bicamada,
incluindo a redistribuicdo de proteinas integrais, aumentando sua capacidade de
fusdo (AMANN; GRAHAM, 2011). J& os glicolipideos localizam-se na superficie
da membrana e representam menos de 10% dos lipideos polares (PARKS e
LYNCH, 1992).

Independentemente da localizacdo no espermatozoide, a membrana
plasmatica € composta por trés zonas: bicamada lipidica, interface fosfolipidio e
agua e glicocalice (AMANN; GRAHAM, 2011). Os lipidios sdo organizados em
cinco regides especializadas (acrossoma, segmento equatorial, segmento pos-
acrosomal, parte intermediaria e peca principal), conforme requerimento da
funcdo especializada associada a cada, possuindo distinta composicéo lipidica
(LADHA, 1998).

Todas essas complexas interacfes sdo consideradas a base para ordenar
os dominios na membrana plasmatica essenciais a funcionalidade espermatica,
levando a sua compartimentaliza¢do. Cada um desses dominios desempenha um
papel especifico na fertilizacdo. Dentro de um compartimento de membrana, 0s
lipidios sdo geralmente misciveis e apresentam liberdade para o movimento
lateral, desde que a temperatura esteja superior a uma temperatura critica.
Quando uma membrana passa por resfriamento, no entanto, € possivel uma
reorganizacao da bicamada lipidica (PARKS; GRAHAM, 1992).

Quando a célula é arrefecida os lipidios sofrem uma transicédo de fase
termotrépica de estado liquido-cristalino (fluido) para estado gel ou sélido e
comegam a se agregar. Isto ocorre tanto nos lipidios formadores da bicamada
guanto para os nao formadores, com ambos exibindo a configuragdo na fase de
gel (QUINN, 1989; GRAHAM, 2011). Entretanto, cada cadeia de &cido graxo
sofre essa transicdo a uma temperatura diferente. Enquanto cadeias mais longas
passam ao estado solido em temperaturas mais elevadas, cadeias mais curtas

passam pela transicao de fase a temperaturas mais baixas (GRAHAM, 2011).



Se a transi¢ao de fase for feita de forma abrupta, ou seja, com uma curva
de refrigeracdo muito rapida, pode haver lesdo celular conhecida como choque

frio (KAYSER et al., 1992). A quantidade de ligac@es insaturadas na cadeia do



acido graxo também influencia na temperatura da transicdo de fase. Quanto
maior o numero de ligagBes ndo saturadas, menor é a temperatura para alcancar
a transicdo de fase. Fisicamente, quando ha arrefecimento da membrana, os
movimentos rotativos e vibratorios das cadeias de acidos graxos dos lipidios da
membrana diminuem e, a medida que ocorre a transicao de fase, as forcas de
Van der Waals entre as cadeias de acidos graxos puxam as cadeias de acidos
graxos dos lipidios circundantes (e moléculas lipidicas inteiras) mais préximas.
Assim, no estado de gel, a membrana € menos fluida e também apresenta menor
area superficial (GRAHAM, 2011).

A composicdo especifica de &cidos graxos e plasmalégenos das
membranas dos espermatozoides dos garanhfes podem estar ligados a
variabilidade da criopreservacédo entre os individuos (GARCIA et al., 2011).

Os danos causados aos espermatozoides pelo resfriamento podem ser
classificados em leséo de arrefecimento direto e indireto ou latente. O dano direto
€ percebido rapidamente, pois as altera¢des ou ruptura das estruturas celulares
sdo evidenciadas na alteracdo dos movimentos das células, enquanto o dano
indireto altera a funcéo celular, ndo sendo detectavel até horas ou dias apds as
células terem atingido 0 a 5°C (VARNER et al., 1988; KAYSER et al., 1992). A
lesdo por dano direto é caracterizada por uma perda de lipidios da membrana para
0 meio extracelular e uma subsequente perda de ions intracelulares e
moléculas. Ja o dano indireto provavelmente resulta dos rearranjos lipidicos e
proteicos que ocorrem na membrana apos sofrer a transicéo de fase (GRAHAM,
2011).

2.2.2 Influéncia do plasma seminal na refrigeracao

O plasma seminal é constituido por uma mistura de secre¢des derivadas
principalmente do epididimo e glandulas acessérias (AURICH, 2008), com
funcdo de “portador” dos espermatozoides para o trato genital feminino
(MANJUNATH; THERIEN 2002; BERGERON; MANJUNATH, 2006).
Influenciando deste modo do metabolismo espermatico até a fecundacgéo, atua
em funcdes como fertilidade, motilidade e viabilidade espermatica, além da
capacitacdo (TROEDSSON et al., 2005; MANJUNATH, 2012).



Os efeitos do plasma seminal sobre a longevidade do sémen sé&o
contraditérios, pois proporcionam acdes benéficas e prejudiciais aos
espermatozoides do ejaculado (AURICH, 2008; MANJUNATH, 2012). Este fato
pode ser dado devido a variabilidade individual da composicdo do plasma
seminal e qualidade do sémen dos garanhdes (GARCIA et al., 2011; GUASTI;
MONTEIRO; PAPA, 2012).

Seus efeitos prejudiciais sobre a motilidade espermatica se tornam mais
evidentes quando o0 sémen passa por processo de refrigeracéo (RIGBY et al.,
2001). Varner et al. (1987) correlacionam o plasma seminal negativamente por
aumentar a susceptibilidade do espermatozoide ao choque frio, sendo prejudicial
ao armazenamento do mesmo (MANJUNATH, 2012). Todavia, os fatores que
reduzem a motilidade e viabilidade espermatica ainda sdo mal caracterizados
(MANJUNATH, 2012; BERGERON; MANJUNATH, 2006; JASKO et al., 1991).

Embora o plasma seminal contenha muitos componentes benéficos para
0S espermatozoides e possam completar seu processo de maturacdo, vale
ressaltar que durante a ejaculacdo natural os espermatozoides tém um menor
contato com o plasma seminal quando comparado com a coleta por vagina
artificial (HOLT, 2000). As proteinas de ligacao do plasma seminal bovino (BSPs)
e sua analogas, oriundas das secrecdes das vesiculas seminais e contidas no
plasma seminal, sdo prejudiciais a refrigeracdo e armazenamento dos
espermatozoides (MANJUNATH, 2012).

O contato prolongado entre espermatozoides e plasma seminal contendo
proteinas BSPs pode danificar a membrana plasmética do espermatozoide
induzindo o efluxo de colesterol e fosfolipideos, levando a capacitacado precoce
(MANJUNATH, 2002; MANJUNATH; THERIEN, 2002). Muitos pesquisadores
afirmam que a qualidade espermética é maior na fragéo rica em espermatozoide,
guando comparada a fracdo pobre ou ao ejaculado total. Essas diferencas séao
atribuidas aos componentes “toxicos” do plasma seminal (VARNER et al., 1987;
RIGBY et al., 2001).

Uma alternativa para limitar a exposicédo dos espermatozoides ao plasma
seminal € a centrifugacédo do ejaculado total para retirada do plasma que ficara
sobrenadante (VARNER et al., 1987; JASKO et al., 1991; RIGBY et al., 2001). A
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centrifugacdo do ejaculado para remocédo do plasma seminal resulta em uma

reducdo imediata da motilidade espermatica, no entanto, este efeito prejudicial
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ndo € mantido durante o armazenamento. Apresentando uma melhora na
manutencdo da motilidade dos espermatozoides do sémen refrigerado por 24
horas para a maioria dos garanhdes (JASKO et al., 1991; JASKO et al., 1992). A
diminuicdo dos parametros de cinética esperméatica quando ha remocao total do
plasma seminal sugere que uma baixa concentracdo de plasma seminal seria
essencial (RIGBY et al., 2001).

A concentracdo de plasma seminal que favorece a motilidade

espermatica, sem produzir efeito prejudicial sobre a diminuicdo da temperatura de
espermatozoides nao foi determinada para o sémen de garanhdo. A retirada do
plasma e ressuspenséo dos espermatozoides em meio diluidor contendo de
5 a 20% de plasma seminal € benéfica para a manutencao das caracteristicas de
movimento por um periodo de até 72 horas de refrigeracao (JASKO et al.,
1992). Um dos problemas da centrifugacdo € a perda de 25 % dos
espermatozoides no sobrenadante (LOOMIS, 2006). Contudo, Jasko et al.
(1992) nado limita a técnica ao uso de centrifuga, podendo alcancar essa
porcentagem por diluicido de sémen na proporcao de 1:4 a 1:19.

O aumento na razéo de diluicdo para chegar a concentracéo final de 50 x
10® espermatozoides/mL resulta em uma melhoria adicional na manutencéo da
motilidade dos espermatozoides refrigerados por 24 horas (JASKO et al., 1991),
demonstrando que uma baixa propor¢cdo de plasma seminal para refrigeracédo
pode ser benéfica. Para aqueles garanhdes cujo sémen ndo mantém motilidade
adequada ap0s o resfriamento na presenca de plasma seminal (JASKO et al.,
1991) ou para ejaculados com baixas concentracdo espermatica, que nao
podem ser adequadamente diluidos (JASKO et al., 1992), a remocao do plasma
seminal pela centrifugacdo do sémen pode ser uma alternativa a diluicdo
excessiva (JASKO et al, 1991). JA que esta reduz a viabilidade dos
espermatozoides (VARNER et al., 1987).

2.2.3 Processo de refrigeracao
Para refrigeracdo do sémen equino € preciso que o arrefecimento da
amostra seja realizado de forma gradual, tendo em vista que uma taxa de

resfriamento rapida pode induzir lesdo por choque frio (MORAN et al., 1992;
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KAYSER et al.,, 1992). Isto pode ser obtido com um sistema de resfriamento

passivo ou ativo (KAYSER et al.,, 1992). No sistema passivo a taxa de
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resfriamento pode sofrer variacdo de acordo com a temperatura ambiente,
isolamento do dispositivo, volume e temperatura inicial do sémen (MORAN et al.,
1992; KAYSER et al., 1992), por isso 0s recipientes usados para envio de sémen
devem manter temperatura interna adequada para realizacdo de curva lenta de
resfriacdo, mesmo com altas temperaturas externas (AVANZI et al., 2006).
Quando comparado sistemas de refrigeracdo passiva variando atemperatura
externa de 24 ou 40°C, se observou que a Equitainer® e a Botutainer®
mantiveram a viabilidade espermatica durante o armazenamento por 24 horas,
nao havendo variacdo da taxa de resfriamento de -0,03 e -0,05°C/minuto,
respectivamente, enquanto a Botu-Box® e a MaxSemenExpress® demostraram
ser eficientes no armazenamento por 12 horas (AVANZI et al., 2006).

O choque frio nas células espermaticas ocorre durante as temperaturas de
transicdo de fase liquida para gel, quando alguns lipidios da membrana
plasmatica sofrem alteracdes estruturais, devido a reducdo da temperatura,
afetando sua estabilidade e funcdo (ROBERTSON; WATSON, 1986; QUINN,
1989; MORAN et al., 1992; PARKS; GRAHAM, 1992; PARKS; LYNCH, 1992).
Sao consideradas como principais determinantes da extenséo da lesdo celular a
taxa de resfriamento e a temperatura de armazenamento final (VARNER et al.,
1988). Todavia, um intervalo especifico de sensibilidade ao choque frio, entre 20
e 5°C, néo foi estabelecido para espécie equina (MORAN et al., 1992; KAYSER
et al., 1992). Entretanto, se o resfriamento durante esta fase de temperatura de
transicdo ocorrer lentamente, o dano a membrana plasmatica seria minimizado
(MORAN et al., 1992).

KAYSER et al. (1992) avaliando caracteristicas de motilidade dos
espermatozoides, observaram que para resfriamento abaixo de 20°C a curva de
refrigeracdo a -0,05°C/minuto minimiza o choque frio, enquanto a curva de
refrigeracéo a -0,7°C/minuto induz les&o ao choque frio. Baseado na transi¢ao de
fase termotrépica dos fosfolipidios das membranas espermaticas de
garanhdo (20,7°C), o choque frio, devido a transicéo de fase, deve ocorre por volta
desta temperatura (PARKS; LYNCH, 1992). Moran et al. (1992) sugeriram que a
temperatura de 19°C seria 0 ponto superior da sensibilidade ao choque frio,

enquanto a temperatura de 8°C poderia representar o ponto inferior em que 0s
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lipidios de membrana sofreram uma transicdo de fase e sdo novamente

relativamente estaveis, assim 0s espermatozoides ndo seriam mais sensiveis ao
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choque frio causado pelo arrefecimento rapido. Podendo assim haver
arrefecimento rgpido de 24°C a 19°C (MORAN et al.,, 1992), 37°C a 20°C
(KAYSER et al.,1992), ou de 8°C até a temperatura de armazenamento de 4 a
6°C (MORAN et al., 1992), sem associacao a lesdo por choque frio.

A susceptibilidade variavel ao choque frio entre as espécies poderia ser
justificada pelas diferengas na composicdo da membrana plasmatica (esterais,
proteinas e glicolipideos), devendo ser responsaveis por modular a ocorréncia
e/lou consequéncias das transicdoes de fase de forma que modificam a
estabilidade e funcdo da membrana durante o resfriamento (VARNER et al.,
1988; PARKS; LYNCH, 1992). Além disso os componentes dos diluentes de
sémen a base de leite também proporcionam protecdo adequada dos
espermatozoides contra os efeitos do choque frio (VARNER et al., 1988; JASKO
et al., 1991; JASKO et al., 1992). No entanto, Batellier et al. (2001) sugere que
diluente a base de fracéo de leite seria mais eficiente contra o choque frio.

A temperatura de armazenamento recomendada, pela maioria dos
autores, para o sémen equino com diluente a base de leite em p6 desnatado varia
de 4 a 6°C (VARNER et al., 1988; MORAN et al., 1992; GRAHAM, 2011; AURICH,
2008), entretanto Province et al. (1985) relatam uma temperatura de
armazenamento de sémen de 15 a 20 ° C ser melhor quando armazenado por
36 horas. Batellier et al. (2001) compararam a fertilidade do sémen com diluente
a base de fracéo purificada do leite (INRA96®) armazenando a 4 ou 15°C por 24
horas e encontraram resultados idénticos para os dois grupos. Quando
comparado diferentes diluentes e diferentes temperaturas de armazenamento,
observou-se que os diluentes a base de leite ou fracdo de leite podem ser
utilizados sem prejuizos para a motilidade e viabilidade espermética, tanto a
15°C quanto a 5°C por 24 horas (FARRAS et al., 2008). Altas temperaturas de
armazenamento, nao reduzem suficientemente o metabolismo (GRAHAM,
2011), conservando as células espermaticas por menor tempo.

De acordo com Farras et al. (2008) os sistemas de refrigeracdo passivo
gue conservam a temperatura a 5°C por periodos acima de 24 horas sdo mais
seguros durante o transporte. De fato, € esperado uma redugdo nas

caracteristicas de movimento dos espermatozoides apds 24 horas de
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armazenamento resfriado (JASKO et al.,, 1991). Todavia, quanto maior 0

prolongamento do potencial de fertilidade do sémen resfriado, mais facil sera
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para que os criadores utilizem a IA com dose de sémen refrigerado e
transportado (BATELLIER et al., 2001).

2.3 Acao de diferentes substancias nos meios diluidores

Os diluentes para refrigeracdo de sémen equino tém como principais
funcbes promover a reducdo da concentracdo plasmética, estabilizar o pH e a
osmolaridade, além de fornecer aporte nutricional e antimicrobiano (PAGL et al.,
2006; PUGLIESE, 2009). Sendo fundamentados principalmente a base de leite e
gema de ovo (AURICH; SEEBER; MULLER-SCHLOSSER, 2007; AURICH,
2008). Kenney et al. no ano de 1975 propuseram um diluente composto por leite
em po desnatado, e desde entdo diluentes de leite ou a base de leite séo
utilizados rotineiramente para refrigeracdo (BATELLIER et al., 2001). Esses
diluentes sdo baratos, faceis de preparar e resultam em taxas aceitaveis
de fertilidade (AURICH, 2008). Entretanto, a protecdo oferecida tanto pela gema
de ovo quanto pelo leite durante a refrigeracdo do ejaculado é complexa e
mal compreendida (MANJUNATH, 2012; PLANTE et al., 2015).

E notavel o desenvolvimento de tecnologia para arrefecimento do sémen
equino ao longo dos ultimos anos, e uma grande variedade de diluidores vem
sendo proposto para o resfriamento, armazenamento e transporte de sémen de
garanhdo com a combinacado de varios componentes como acucares, eletrolitos,
cushions, gema de ovo, leite e produtos lacteos (BATELLIER et al., 2001).
Porém, a gema de ovo e o leite ou seus compostos continuam representando
ingredientes basicos para fabricacdo de meios diluidores (MANJUNATH, 2012).

A adigéo de leite desnatado aos meios diluentes para resfriamento a 5°C
do sémen equino parece desempenhar um papel crucial na protecdo das células
espermaticas (FLORES-RODRIGUES et al., 2014). A protecdo oferecida pela
gema do ovo é incumbida as fragdes de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
especificamente os fosfolipideos (PARKS; GRAHAM, 1992). Acredita-se que o
mecanismo de protecdo do leite seja similar, envolvendo proteinas na
estabilizacdo da membrana plasmética do espermatozoide (AMANN; GRAHAM,
2011).

A diferenca da sensibilidade ao choque frio entre as espécies pode ser

influenciada pela quantidade de colesterol existente na membrana plasméatica
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(PARKS; LYNCH, 1992). Embora o colesterol diminua a fluidez da membrana em
temperaturas elevadas, ele a aumenta em baixas temperaturas, ajudando a
estabilizar a membrana. Quando adicionado as membranas, a temperatura de
transicdo de fase € reduzida, ou pode até ser eliminada (GRAHAM, 2011). Para
aqueles garanhdes com baixa resisténcia ao choque frio, a incorporacdo do
colesterol a membrana plasmatica pode ser uma alternativa eficiente para
aumentar a viabilidade do sémen criopreservado (HARTWIG; PAPA;
DELL’AQUA JUNIOR, 2012; HARTWIG et al., 2014).

A pentoxifilina, uma metilxantina, que promove o aumento do AMPc,
responsavel pela motilidade, vem sendo utilizada em casos de infertilidade
masculina. A adicdo deste farmaco aos meios diluentes de equinos €
considerada promissora devido sua capacidade de aumentar a viabilidade do
sémen resfriado e transportado (GOULART et al., 2004). O uso de diluidor a
base de leite desnatado acrescido com pentoxifilina demonstrou ser benéfico
para parametros de cinética espermatica de espermatozoides recuperados da
cauda do epididimo imediatamente ap6s o "flushing" (GUASTI et al., 2017) e apés
incubacédo a 37 °C por 15 minutos (GUASTI et al., 2013). Ja para o sémen diluido
e resfriado a 5°C por 12, 24 ou 48 horas, a adicdo de pentoxifilina (3,6mM) mostrou
melhorar a viabilidade espermatica, sugerindo que este indutor de
funcionalidade também atua como antioxidante, com importante reducdo dos
radicais livres de oxigénio (GOULART et al., 2004).

E sabido que a composi¢do do meio diluente tem grande influéncia na
viabilidade espermatica e fertilidade apdés 24 horas de refrigeracdo a 5°C,
principalmente para o0s garanhbdes que apresentam baixa resisténcia a
refrigeracdo (PAPA et al., 2014). A gema de ovo e o0 leite representam um risco
potencial de contaminacdo do sémen por serem produtos de origem animal.
Além de sua composicdo néo ser uniforme (BERGERON; MANJUTAH, 2006;
AURICH; SEEBER; MULLER-SCHLOSSER, 2007; PLANTE et al., 2015). O
desenvolvimento de diluidores mais definidos contendo apenas os ingredientes
benéficos do leite leva a um melhor padrdo de qualidade dos diluidores,
tornando-os mais confiaveis e seguros (AURICH, 2008).
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No intuito de desenvolver diluentes que néo apresentassem variabilidade
entre partidas, Batellier (1997) e Batellier et al. (1997) pesquisaram o efeito das

fracdes do leite na sobrevivéncia dos espermatozoides equinos, resultando no
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diluente comercial quimicamente definido INRA 96® (suplementado com 27g de
fosfocaseinato nativo).

2.4 Caseinas

As caseinas sdo um grupo de fosfoproteinas que representam cerca de
80% das proteinas totais do leite bovino (FOX; BRODKORB, 2008; DALGLEISH,
2011; MANJUNATH, 2012), sendo encontradas na forma de quatro diferentes
fracOes (as1, as2, B e k) (BATELLIER, 1997; MENEZES et al.,2016). As outras
proteinas do leite sdo coletivamente denominadas de proteinas do soro, sendo as
principais a-lactalboumina e B-lactoglobulina (MANJUNATH, 2012). As
caseinas se apresentam em sua maioria, na forma de micelas nativas e apenas
5 a 10% na forma soluvel (BATTELIER, 1997; FOX; BRODKORB, 2008).
As micelas de caseinas séo constituidas por diversas moléculas (mais de 20 mil
moléculas de proteinas individuais formam uma particula tipica), que estédo
dispostas num agregado das fracGes de caseinas as e p-caseinas com fosfato de
calcio e estabilizadas superficialmente pela k-caseina (DALGLEISH, 2011)
(Figura 1).

Micela

Figura 1 — Micela de caseina.
Fonte: Adaptado de https://www.researchgate.net/figure/309415260_fig4_Figura-10-
Submicela-e-micela-de-caseina
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As fracdes purificadas do leite usadas por Batellier (1997) e Batellier et al.

(1997) para confeccdo de meios diluente para testes de sobrevivéncia de
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espermatozoides foram obtidas pelo fracionamento do leite cru pelas técnicas de
microfiltracdo, ultrafiltragdo, diafiltracdo (PIERRE et al., 1992) e técnicas de
liofilizacdo. Apds o processamento, foi identificada uma fracdo altamente
protetora, o fosfocaseinato nativo, o qual é subdividido em quatro fracdes
(caseina a, caseina B, caseina k e fracdo rica em fosfolipidios) e as proteinas
soluveis a lactalbumina e B lactoglobulina (Figura 2). Fazendo modificacdes no
processo praticado no leite cru também é possivel sintetizar o caseinato de
sodio, forma ndo micelar da caseina (Figura 3) (BATELLIER,1997). Esta forma
igualmente pode ser produzida pela utilizacdo de caseina acida seca como
matéria prima (BARRAQUIO; VAN DE VOORT, 1991).

Leite desnatado cru % = Leite UHT

Microfiltrac&o (0, 1pm)

a0°c

Fosfocaseinato nativo Microfiltrado 30—.' Microfiltrado
\ min aquecido
l Caseina k Ultrafiltrac&o (3000 Da)
Caseina B
Caseina a o
Proteinas soltveis Ultrafiltrado -20°C__ Ultrafiltrado

30 min  aguecido
Frac&o rica em
fosfolipidios

a-Lactalbumina P -Lactoglobulina
(LAB)

Figura 2. Obtencao das diferentes fracdes do leite por microfiltragéo
Fonte: Adaptado de Batellier (1997).

Esta descoberta originou um diluidor composto por sais de Hanks
modificados, complementado com fosfocaseinato nativo, para sémen resfriado.
Entre as fracOes testadas, o fosfocaseinato nativo, composto de caseinas

micelares totais, e B-lactoglobulina, foram considerados protetores (AURICH;
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SEEBER; MULLER-SCHOLOSSER, 2007) enquanto que a o-lactalbumina foi
considerada como deletéria (BATELLIER et al., 2001).
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Leite desnatado cru

Precipitacao de caseinas Coagulacéo enzimatica da
a pH 4,6 (HCI), lavagem caseina por acéo do coalho, de
ajustar o pH para 7 e centrifugacio e recuperacéo do
voltar para a solucéao sobrenadante
(NaOH)

Caseinato de sodio Microfiltrado

coalho Ultrafiltrac&o (3000 Da)

Macro peptideo de
caseina

iPmtef)lise por

Proteinas solaveis Ultrafiltrado

[\

a-Lactalbumina p -Lactoglobulina
(LAA)

Figura 3. Obtenc¢é&o de caseinato de sodio a partir do leite desnatado cru.
Fonte: Adaptado de Batellier (1997).

2.4.1 Acédo das caseinas

O constituinte do leite que fornece maior protecdo ao sémen
criopreservado parece ser as micelas de caseinas, as principais proteinas do leite
(BERGERON; MANJUNATH, 2006). Apesar de néo ter sido definida a forma como
protege o sémen, ha fortes indicios de que a base do mecanismo de
protecdo das células espermaticas pela caseina seja oriunda da sua interacdo
com proteinas de ligagdo do plasma seminal bovino (BSPs) (interagédo proteina:
proteina), semelhante a como ocorre com o as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) presentes nos diluentes a base de gema de ovo (interacdo proteina:
lipoproteina) (MANJUNATH, 2012). Homologos de proteinas BSPs foram
caracterizadas em diversas espécies e parecem ser onipresentes nos
mamiferos, com variagdo de concentragdo no plasma seminal. As HSPs,
proteinas homoélogas das BSPs (CALVETE et al., 1995) representam 20 a 30%
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das proteinas totais no plasma dos garanhdes, enquanto nos touros as BPSs
representam 65% (BERGERON; MANJUNATH, 2006; MANJUNATH, 2012).

As proteinas BSPs se ligam aos fosfolipidios de colina da
membrana

espermatica apos a ejaculacao e estimulam o efluxo de colesterol e fosfolipidios
da membrana esperméatica. Quando no trato reprodutivo feminino, as proteinas
BSPs associadas ao espermatozoide interagem com componentes do fluido da
tuba uterina e do foliculo (como lipoproteinas de alta densidade) e estimulam um
segundo efluxo de colesterol, culminando na capacitacdo (MANJUNATH;
THERIEN, 2002).

Ap6s a coleta, quando o sémen é diluido rapidamente com diluente
composto por caseina, as micelas e as proteinas do soro sequestram a maioria
das BSPs presentes, evitando o estimulo continuado da remocao de lipidios da
membrana do espermatozoide, evitando a desestabilizacdo da membrana e

protegendo-o da capacitagéo precoce (MANJUNATH, 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Atuagéo da caseina no mecanismo de prote¢do dos espermatozoides.
Fonte: Adaptado de Manjunath (2012).
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Quanto maior a relacdo entre tempo e concentracdo de BSPs em contato
com os espermatozoides, mais prejudicial € para o armazenamento do sémen,
tendo em vista que este contato prolongado pode danificar a membrana
plasmatica do espermatozoide, induzindo o efluxo do colesterol e fosfolipidios,
levando a capacitacdo precoce (MANJUNATH, 2002; MANJUNATH; THERIEN,
2002). Estudos realizados com sémen de bode indicam que as proteinas BSP
nesta espécie se ligam as caseinas e a B-lactoglobulina de forma dependente da
concentracdo (MENEZES et al., 2016).

A ligacdo do espermatozoide a zona pellcida (ZP) desempenha um papel
crucial, tendo em vista que esta constitui a Ultima barreira fisica antes da
fertilizacdo. Os diluentes a base de proteina do leite ou a base de leite total
favorecem a ligacdo das células espermaticas de garanhdes a ZP da espécie
equina e bovina (COUTINHO DA SILVA et al., 2012), que poderia ser devido ao
estimulo a capacitacdo pelas proprias proteinas do leite (COUTINHO DA SILVA
et al., 2014). Este mesmo grupo de pesquisadores em 2012 relataram que o
caseinato de sédio e o fosfocaseinato nativo, foram mais efetivos no aumento de
ligacbes do espermatozoide a ZP, sugerindo que o mecanismo de acao
das caseinas na ligacdo a ZP pode nao estar vinculado somente a estrutura
micelar. Desta forma o caseinato de sodio poderia ser um substituto do
fosfocaseinato nativo, principal componente do meio comercial INRA96®, em
diluidores de refrigeracdo para sémen equino.

A adicdo de caseina ao diluente na espécie suina também se mostrou
benéfico, elevando as taxas de penetracdo de espermatozoides nos odcitos em
testes in vitro (TATEMOTO et al., 2015).

Ainda ndo esta claro o mecanismo pelo qual as proteinas do leite
aumentam as ligagGes da célula espermatica com a zona pellcida, entretanto €
evidenciando que as caseinas seriam as moléculas responsaveis pelo aumento
substancial destas ligacdes (COUTINHO DA SILVA et al., 2012; 2014).

O influxo de célcio € uma das fases iniciais da capacitacdo do
espermatozoide, e pelo fato das caseinas serem ricas em calcio, poderiam estar
envolvidas nesse mecanismo (BATELLIER, 1997). A presenca de fosfocaseinato

nativo ou caseinato de sodio no meio diluente poderia aumentar a absor¢cao de
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Ca** pelo espermatozoide, iniciando a capacitacdo e aumentando a ligacéo a ZP
(COUTINHO DA SILVA et al., 2014). Pommer, Linfor e Meyers (2012), sugerem

21



que diluentes a base de leite em p6 desnatado facilitaria a capacitacao,
observado pelo aumento intracelular de calcio. Entretanto Batellier (1997),
observou que diluidores contendo caseinas, ndo limitada as estruturas micelares
nativas, podem preservar a motilidade dos espermatozoides e n&o induzir a
entrada de célcio que culminaria na capacitacdo precoce. Este fato pode ser
devido a sua forte ligacdo com os ions de Ca** (QUINN; WHITE, 1968;
COUTINHO DA SILVA et al., 2012).

Em estudos mais recentes, Coutinho da Silva et al. (2014) afirmam que o
mecanismo pelo qual as proteinas do leite, fosfocaseinato nativo e caseinato de
sodio, levam ao aumento das ligacbes do espermatozoide a ZP ndo esta
relacionado ao aumento de célcio intracelular. A elevada concentracdo
extracelular de Ca** no meio diluente ndo alterou a concentracdo basal
intracelular de célcio no espermatozoide de garanhéo.

Trabalhos comparando o uso de diluente se sémen equino com fracdo
proteica definida relatam resultados semelhantes ou superiores aos encontrados
com diluentes a base de leite utilizados habitualmente para refrigeracéo
(BATELLIER et al., 1997; BATELLIER et al.,, 1998; BATELLIER et al., 2001;
PAGL et al., 2006; FARRAS et al., 2008; GARCIA, 2016) ou a base de lecitina de
soja (AURICH; SEEBER; MULLER-SCHLOSSER, 2007). Utilizando diluente a
base de caseinato de sddio, Garcia (2016) encontrou taxa de fertilidade de
84% para garanhdo bad cooler. O uso de diluente quimicamente definido
(INRA96®) durante a estacdo de monta em jumentos se mostra mais eficaz que
diluente a base de leite (E-Z Mixin®) (CONTRI et al.,, 2010). Assim como
na espécie caprina, onde os diluentes a base de caseinato de sodio e
fosfocaseinato nativo apresentaram boa protecdo as células (LEBOEUF et al.,
2003).

3.CONSIDERACOES FINAIS

A refrigeracdo do sémen para transporte € uma biotécnica de destaque na
reproducéo equina, devido a possibilidade de alcancar longas distancias a relativo
baixo custo. A necessidade de meios diluentes definidos é uma realidade na
reprodugdo equina em todo mundo. Meios contendo apenas as fragdes
benéficas do leite € uma vantagem, principalmente pela possibilidade de
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padronizacdo dos lotes. Neste sentido, 0os caseinatos se mostram efetivos para

adequada protecao as células espermaticas, mantendo boa fertilidade.
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CASEINATO DE SODIO ASSOCIADO A COLESTEROL ELEVA
FERTILIDADE EM CAVALOS BAD COOLER

(Artigo redigido segundo as normas da Theriogenology, ISSN 0093-691X, disponivel

em: https://lwww.elsevier.com/journals/theriogenology/0093-691X/guide-for-authors)

Resumo

A maioria dos meios utilizados para diluicdo e refrigeragdo de sémen em equinos é a base
de leite, entretanto este & composto por diversas moléculas, impossibilitando a
padronizacdo entre as partidas dos diluentes. No intuito de padronizar os meios para
refrigeracéo, o presente trabalho objetivou comparar o efeito de diluentes quimicamente
definidos baseados em caseinato de sdédio (CS), caseinato de sddio com pentoxifilina
(CSP), caseinato de sodio com colesterol (CSC) e seus equivalentes a base de leite
desnatado (LD), leite desnatado com pentoxifilina (LDP) e leite desnatado com colesterol
(LDC) sobre os parametros espermaticos in vitro e fertilidade do sémen equino
refrigerado a 5°C por 24 horas. Foram utilizados ejaculados de 19 garanhdes para os testes
de cinética espermatica, integridade de membrana, potencial mitocondrial e instabilidade
da membrana a fresco e refrigerado por 24 horas. Para o teste de fertilidade usou-se sémen
de garanhdo "bad cooler" refrigerado a 5°C por 24 horas. Os parametros de motilidade
espermatica foram mais elevados para grupos LD e LDC. Para integridade de membrana e
potencial mitocondrial os grupos que continham colesterol foram superiores para
maioria das analises. O grupo CSC mostrou-se melhor em grande parte das analises,
destacando-se também no teste de fertilidade, onde apresentou diferenca estatistica para 0s
grupos LD, CS, LDP e CSP. Assim, a utilizacdo de caseinato de s6dio mostrou-se uma
alternativa viavel para a substituicdo do leite desnatado em diluentes de refrigeragdo de

sémen equino, contribuindo para alta taxa de fertilidade em cavalos "bad cooler".

Palavras-chave: Caseina, espermatozoide, criopreservacdo, garanhao.
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1.Introducéo

Um dos principais entraves das biotécnicas do sémen nos equinos é a grande
variabilidade individual na qualidade e resisténcia a processos de criopreservacdo do
espermatozoide [1-3], a qual pode ser atribuida ao fato de que direta ou indiretamente a
maioria dos garanhdes sdo selecionados pelo desempenho ou pelo fendtipo, e ndo por
aspectos reprodutivos [3].

O elevado nimero de garanhGes que ndo respondem positivamente a congelagéo do
sémen fez com que aumentasse 0 uso da refrigeracdo [4], e atualmente, a inseminacao
artificial com sémen refrigerado é utilizada rotineiramente em todo o mundo por
apresentar taxas de fertilidade elevadas a um baixo custo [5,6]. Para garanhdes que ndo
apresentam adequada qualidade seminal pds-refrigeracdo é indicada a realizacdo de teste
com diferentes meios diluentes para encontrar o meio que melhor se adequa as
necessidades deste espécime [7,8].

A maioria dos meios diluentes utilizados para o0 sémen equino sdo a base de leite,
oriundos do meio proposto com Kenney et al. [9]. Pelo leite ser um fluido bioldgico
complexo, apresenta mais de 100.000 moléculas em sua composi¢do, impossibilitando a
padronizacdo entre as partidas [10,11]. O uso de meios baseados em substancias
purificadas a partir de fracbes do leite, contendo apenas seus ingredientes benéficos leva a
melhor padrdo de qualidade dos diluidores, tornando-os mais confiaveis e seguros [8].

Os meios diluentes a base de caseinas atribuem protecdo a célula espermaética
durante o processo de refrigeracdo pela interacdo com as proteinas de ligacdo do plasma
seminal equino (HSPs) [12], proteinas homologas as proteinas de ligacdo do plasma
seminal bovino (BSPs) estudadas por Manjunath et al. [13,14]. Esta interacdo evita o
efluxo de colesterol e fosfolipidios da membrana plasmatica do espermatozoide, evitando
sua desestabilizacdo e protegendo o espermatozoide da capacitacdo precoce [13,14].
Além desta protecdo, 0os meios contendo caseinas aumentam substancialmente a taxa de
ligagdo a zona peldcida do odcito de equino e bovino [15,16].

Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito dos diluentes contendo
caseinato de sddio, caseinato de sodio acrescido de pentoxifilina e caseinato de sddio com
colesterol em comparacdo aos seus equivalentes a base de leite desnatado sobre os
parametros espermaticos in vitro e a fertilidade do sémen equino refrigerado a 5°C por 24

horas.
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2. Material e métodos

2.1 Aspectos éticos

O projeto foi realizado de acordo com preceitos éticos recomendados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e mediante aprovacdo do Comité de
Etica no Uso de Animais protocolo 110/2017 e termo assinado pelo proprietario

autorizando a participacdo do animal no estudo.

2.2 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 19 garanhdes (1 ejaculado de cada garanhdo), da raga Quarto de
Milha com idade variando entre 5 e 28 anos, alojados na regido centro-oeste do estado de
Sao Paulo. Os animais encontravam-se clinicamente sadios, em rotina de coleta e
previamente ao estudo foram submetidos a exame andrologico completo. Para o teste de
fertilidade foram usadas 60 éguas com idade entre 8 e 20 anos.

O estudo foi divido em duas etapas. A primeira consistiu na avaliacdo laboratorial
da viabilidade espermatica in vitro, nos momentos apés a diluicdo (T0) e 24 horas apds a
refrigeracdo a 5°C (T24) realizada em caixa de isopor comercial de refrigeracdo passiva
(BotuFlex®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil).

A segunda etapa caracterizou-se pelo teste de fertilidade in vivo, no qual se
utilizou um garanhdo classificado como "bad cooler”, que sdo animais que apresentam
queda acentuada maior que 30% na motilidade e diminuicdo da fertilidade ap6s processo

de refrigeracdo e transporte do sémen [7,11,17].

2.3 Coleta do ejaculado e processamento do sémen

Os ejaculados foram colhidos com wvagina artificial modelo Botucatu
(Botupharma, Botucatu, SP, Brasil). Apo6s a obtencdo do ejaculado, o sémen foi filtrado
com filtro de nailon (Minitube, Alemanha), avaliado e fracionado para posterior dilui¢ao
na proporcdo que variou de 2:1 a 7:1 até alcancar a concentragdo de 50 x 10° de
espermatozoides/mL nos diluentes comerciais a base de leite desnatado BotuSémen®
(LD), BotuTurbo® (LDP) e BotuSémen Special® (LDC) (Botupharma, Botucatu, SP,
Brasil), e diluentes contendo caseinato de sodio (CS), caseinato de sodio acrescido de
pentoxifilina (CSP), e caseinato de sodio acrescido de colesterol (CSC). Os meios testes a

base de caseinato de sddio foram obtidos pela substituicdo de 20 g de leite desnatado
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do Botu-Sémen®, Botu-Turbo® e Botu-Sémen Special® por 20 g de caseinato de sodio
(Sigma Audrich — C8654, St. Louis, MO, USA).

2.4 Analise espermética
As amostras seminais de ambos 0s grupos experimentais foram avaliadas 15

minutos apos a incubacdo em banho maria a 37°C, nos momentos TO e T24.

2.4.1 Avaliagdo da cinética espermatica

As amostras foram avaliadas quanto a cinética espermatica utilizando o aparelho
de andlise computadorizada (Hamilton Thorne Research — IVOS 12, Beverly, MA, USA),
para mensuracdo da motilidade espermatica total (MT) (%), motilidade espermaética
progressiva (MP) (%), velocidade de trajeto (VAP) (%), velocidade linear (VSL) (um/s),
velocidade curvilinear (VCL) (um/s) e porcentagem de espermatozoides com movimento
rapido (RAP) (%). Para cada amostra seminal foi considerada a média de 5 campos
avaliados aleatoriamente quando depositado 10uL de sémen na cdmara de Makler® (Sefi-
Medical Instruments, Haifa, Israel) pré-aquecidas a 37°C, avaliando-se no minimo 200
células por campo (Setup utilizado descrito na Tabela 1).

Tabela 1. Ajuste do equipamento de analise computadorizada.

Parametros Ajustes
NUmero de pontos examinados 30
Contraste das células em relacdo 60 pixels
ao campo
Tamanho minimo das células 3 pixels
Contraste para células méveis 30
Motilidade progressiva
Retilinearidade >80%
Velocidade média de percurso >70um/s
Static
Velocidade média de percurso <30m/s
Cutoff
Velocidade em linha reta Cutoff <20m/s
Espermatozoides Rapidos
Velocidade média de percurso >80um/s
Limite inferior de tamanho 0,62 pixel
Limite superior de tamanho 2,98 pixel
Limite inferior de intensidade 0,24
Limite superior de intensidade 1,19
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 100%
Lentos contados como maveis Né&o
Magnificacdo 1,95
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2.4.2 Citometria de fluxo

O equipamento utilizado para analise em citometria de fluxo foi o BD LSR
Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers azul
488nm, 100mW; vermelho 640nm, 40mW e violeta 405nm. Para este estudo, foi utilizada
a excitacdo 488nm e os filtros de emissdo utilizados foram 695/40nm (MitoSOXTM Red
e iodeto de propidio), 530/30nm (SYTOX Green FITC-PSA). Para excitagdo em 640nm, o
filtro de emisséo foi 660/20nm (MitoSOXTM Red) e para excitacdo em 405 nm, o filtro
de emissdo foi 450/50nm (Hoechst 33342). No minimo 10.000 células por amostra foram
analisadas e os dados foram avaliados por um programa do mesmo fabricante BD
FACSDiva™ software v 6.1.

Para avaliacdo do potencial mitocondrial, integridade de membrana plasmaética e
do acrossomo foi utilizado o protocolo proposto por Camargo [18]. Foram utilizados 5
pL de Hoescht (H 33342, cod 14533, Sigma-Audrich Co., St Louis, MO, EUA) (7,0 pM
em agua destilada), 2,5 uL de IP (1,5 uM em TALP-PVA), 0,2 uL de FITC-PSA (1,0 ng
em solucdo de 0,01% de azida de sodio) e 2 uL da sonda MitoStatus Red
(dimetilsulféxido-DMSO), na concentracdo de 20 nM e 2 uL mantidas em banho maria a
37°C durante 15 minutos. Uma aliquota do ejaculado foi diluida em TALP-PVA
(modificado de Parrish et al., 1988; 100 mM NacCl, 3,1 mM KCI, 25,0 mM NaHCO3, 0,3
mM NaH2PO4, 21,6 mM DL-lactato de sédio 60%, 2,0 mM CaCl2, 0,4 mM MgCl2, 10,0
mM Hepes-livre de acido, 1,0 mM piruvato de sédio, 1,0 mg/mL alcool polivinil - PVA e
25 pg/mL gentamicina) na concentragdo de 2x10° espermatozoides/mL. Em seguida, as
sondas fluorescentes foram incubadas com 200 pL da mistura do ejaculado e TALP-PVA.

Para analise de mudancas na fluidez da membrana e viabilidade das células foi
utilizado a combinacédo de Yo-Pro 1 (YP). A probe H 33342 foi utilizada para distin¢do da
célula espermatica de artefatos. Foram formadas 2 subpopulacdes de espermatozoides de
acordo com a coloracdo. A primeira subpopulacdo de espermatozoides ndo corados foi
considerada viva e sem alteragdo de membrana (YP negativo). A segunda subpopulacdo
foi considerada espermatozoides inviaveis, que sofreram crioinjurias, com aumento da
fluidez da membrana (YP positivo). Para cada 191uL de sémen diluido (5x10°
espermatozoide/mL), H 33342 (7uL em agua destilada) e YP (25nM em DMSO) foram

adicionados e incubados a 37°C no escuro por 30 minutos para analise.

33



2.5 Teste de Fertilidade

Para o teste de fertilidade foram utilizados 120 ciclos de 60 éguas durante
as estacdes de monta de 2015/16 e 2016/17. A inseminacao artificial foi realizada apds 24
horas de refrigeracdo a 5° C utilizando caixa de isopor comercial para refrigeracdo passiva
(BotuFlex®). A dose inseminante de 1 x 10° espermatozoides moveis antes da
refrigeracéo de acordo com Loomis [19].

As éguas foram monitoradas diariamente por ultrassonografia transretal utilizando
o aparelho AV5 Sonoscape (Domed, Valinhos, SP, Brasil). A ovulagéo foi induzida com
250pg de Strelin® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) via intramuscular ao se detectar
um foliculo de diametro médio de 35 mm e presenca de edema uterino. A inseminacgéo
artificial no corpo do Utero foi realizada 24 horas ap6s a indu¢do da ovulagdo. Para o
diagndstico de gestacdo das éguas realizou-se exame ultrassonografico por via transretal

15 dias apos constatada a ovulacgéo.

2.6 Andlise Estatistica

As varidveis foram descritas pela média e erro padrdo. A distribuicdo das
variaveis foi avaliada pelo teste da normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov (K-S) e
quando apresentavam distribuicdo normal foi utilizado ANOVA de medidas repetidas
seguido pelo teste de Tukey para determinar diferencas entre 0s grupos, e quando ndo
apresentaram distribuicdo normal (dados ndo paramétricos) utilizou-se o teste de
Friedman seguido de teste de Dunns. Para todos foi considerado valor de P<0,05. As
analises foram realizadas pelo Programa GraphPad Prism versdo 6.0 para Windows
(GraphPad software, San Diego, Califérnia, USA).

A taxa de fertilidade foi analisada por regressdo logistica usando Biostat 3.0

(Mamiraud Institute, Brasil), sendo consideradas as varidveis binarias.

3. Resultados

No momento TO ndo houve diferenca estatistica entre os grupos para a motilidade
total (P=0,47), entretanto para motilidade progressiva foi observado resultado superior
para 0 LDC, LD e CSC. Para os demais parametros de cinética espermatica foram
observados resultados superiores para 0s grupos contendo leite desnatado em ambos os
momentos (TO e T24) (Tabela 2).
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0 horas

24 horas

Tabela 2. Valores médios e erro padréo da cinética espermatica nos grupos leite desnatado
(LD), caseinato de sodio (CS), leite desnatado com pentoxifilina (LDP), caseinato
de sodio com pentoxifilina (CSP), leite desnatado com colesterol (LDC) e caseinato de

sodio com colesterol (CSC) nos momentos TO e T24.

Variaveis LD CS LDP CSP LDC CsC
MT (%) 78,8+2,9 76,5+3,2 76,8+3,1 75,7+3,7 79,1%2,9 77,0%2,6
MP (%) 37,8424 32,243,3° 36,2+2,60 30,8+2,20 40,2422 33,1432
VSL (um/s)  98,5+3,0? 78,1+3,6" 91,2+3,0° 76,1+3,7 96,3+2,6° 80,3+3,7"
VAP (um/s)  130,5+4,7¢ 100,253  118,3+35*  97,5+56" 121,843,780 99,0+4,9°
VCL (um/s)  232,4+7,5*  186,8+7,7°  209,2+7,6®  189,3+8,1  2194+56%  183,7+6,9°
RAP (%) 72,243,42 59,1+¢54%  §85+36®  599+53% 70,9435 58,5+4,6°
Variavels LD CS LDP CSP LDC CsC
MT (M) /4,515,':)3" 00,014,5% o0/7,915,0" (1,9%5,0% [ (,9%5,2° 09,414 2%
MP (%) 37,5435%  26,5+31° 31,9433 31,0427  42,4+2,8° 30,4+3 4t
VSL (um/s)  90,4+3,82 71,3+4,1° 78,0+3,3° 72,8+2,7° 93,442, 72 76,9+3,20
VAP (um/s)  1153+4,7¢  93,7+55b 101,5+4,00  94,1+32b 117,3#3,3*  99,6+3,9
VCL (um/s)  201,849,7%  180,1#8,2¢  192+6,1%c  180,2+4,8°  212,7+52%  186,8+5,8
RAP (%) 64,1442 4945 5¢ 56,945,2" 55 4+4,3¢ 68,8+3,6° 545,10

linear, VCL = velomdade curvilinear e RAP = porcentagem de espermatozoides com mowmento rapido. TO
= 15 minutos apds a diluicdo. T24 = 15 minutos apds refrigeracdo a 5°C por 24 horas. Letras diferentes na
mesma linha significa diferenca estatistica (P<0,05).

Na avaliacdo da integridade de membrana plasmatica e acrossomal (MPALI) para o
momento TO, os grupos CS, CSC e LDC apresentaram diferenca estatistica (P < 0,05)
quando comparado ao CSP, apresentando maior integridade das membranas. Os grupos
LD e LDP ndo apresentaram diferenca estatistica dentre os grupos testados. Para
avaliacdo no momento T24, a maior integridade de membrana se manteve para 0S grupos
CS, CSC, LD e LDC (Tabela 3). Ja na avaliagdo com o corante Yo-Pro, que analisa a
desestabilizacdo da membrana, marcando mais precocemente a falta de integridade da
mesma, 0s grupos CSC e LDC demonstraram fornecer maior prote¢éo para a membrana
no momento TO comparado aos demais grupos, enquanto para avaliagio no momento
T24, os grupos CS, CSC e LDC apresentaram melhor protecdo para membrana plasmatica

da celula espermatica (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médios e erro padrdo para integridade e desestabilizacdo de membrana
avaliadas por citometria de fluxo nos grupos leite desnatado (LD), caseinato de sddio
(CS), leite desnatado com pentoxifilina (LDP), caseinato de sddio com pentoxifilina
(CSP), leite desnatado com colesterol (LDC) e caseinato de sddio com colesterol (CSC)
nos momentos TO e T24.

Variaveis LD CS LDP CSP LDC CcSsc
MPAI 68,412 8% 68,8+2,72 65,3+3,4% 64,9+3,2° 70,442 92 69,3+2,8?
Yopro - 58,3+3,6% 59,3+3,5% 56,6+3,9° 54,6+3,6° 61,3+3,5% 64,1+3,7%
Variaveis LD CS LDP CSP LDC CSC
MPAI 61,1+4 4%¢ 62,413,000 55,1+4,7¢ 55,9+4,2P 64,0%3,7° 64,5+3,5°
Yopro - 52,5+4,6"0 53 2+4 6% 47,3+4,6¢ 47,9+4, 7% 54,7+4,0% 59,3+3,7¢

MPAI= Membrana plasmatica e acrossomal integra, Yopro -= porcentagem de membrana plasmatica
integra. TO = 15 minutos ap6s diluicdo. T24 = 15 minutos apds refrigeracdo a 5°C por 24 horas. Letras
diferentes na mesma linha significa diferenca estatistica (P<0,05).

Para avaliacdo do potencial mitocondrial foi utilizado método qualitativo
(intensidade de fluorescéncia) e método quantitativo (porcentagem de alto potencial
mitocondrial), no qual o grupo LDC se destacou em ambos 0s momentos, apresentando
maior potencial mitocondrial, com maior intensidade de fluorescéncia. J& o grupo CSC
apresentou alto potencial mitocondrial, entretanto se diferenciou estatisticamente do

grupo LDC quando comparado a intensidade de fluorescéncia (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios e erro padrdo de intensidade de fluorescéncia e potencial
mitocondrial avaliados por citometria de fluxo nos grupos leite desnatado (LD), caseinato
de sodio (CS), leite desnatado com pentoxifilina (LDP), caseinato de sodio com
pentoxifilina (CSP), leite desnatado com colesterol (LDC) e caseinato de sédio com
colesterol (CSC) em TO e T24.

Variaveis LD CS LDP CSP LDC CsC
Intensidade de , , . .

. 0,4x1,0% 9,01 1" 9,22 2,U% 9,0xU, Y™ 9,£x1,07 4,0x1, 1%
fluorescéncia
APM (%) 60,0+3,3° 57,0+3,5° 62,7+3,6° 56,9+3,9° 69,6+3,22 58,0+4,8%
vdlrlavels LD L) LUF CoF LDC LSl
Imeensidade de

o 4,945 9% 4,0+0,5b¢ 4,6+0,6° 3,7+0,4¢ 5,8+0,72 3,9+0,4bc
fluorescéncia
APM (%) 51,545 42 50,7+5,7% 47,6%5,7° 47 845,40 56,5+5,62 53,6+5,8%
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Intensidade de fluorescéncia x 10° (U.A.) = Intensidade de fluorescéncia para potencial mitocondrial. APM
(%)= alto potencial mitocondrial. TO = 15 minutos ap6s diluicdo. T24 = 15 minutos apos refrigeracdo a 5°C

por 24 horas. Letras diferentes na mesma linha significa diferenca estatistica (P<0,05).
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Os resultados de fertilidade revelaram diferenca estatistica para o grupo CSC
dentre todos os grupos estudados, com excecdo do grupo LDC, que se mostrou

semelhante (Tabela 5).

Tabela 5. Taxa de fertilidade por ciclo (%) para os grupos leite desnatado (LD), caseinato
de sodio (CS), leite desnatado com pentoxifilina (LDP), caseinato de sodio com
pentoxifilina (CSP), leite desnatado com colesterol (LDC) e caseinato de s6dio com
colesterol (CSC) utilizando sémen de garanh&o bad cooler refrigerado por 24 horas a 5°C.

Grupo LD CS LDP CSP LDC CSC

Bad cooler 40 (8/20)° 45 (9/20)° 50 (10/20)° 50 (10/20)° 55 (11/20)*® 85 (17/20) @

Letras diferentes significa diferenca estatistica (P<0,05).

4. Discusséo

O uso de diluentes de sémen quimicamente definidos possibilita a padronizacdo dos
lotes, mas para isso é preciso que a qualidade do sémen durante o armazenamento se
mantenha semelhante ou superior aos meios comerciais a base de leite disponiveis.

N&o houve diferenca estatistica para os resultados encontrados no momento TO para
motilidade total (MT), corroborando com os achados de diversos autores quando
comparado meios de leite desnatado a meios a base de caseina [5,20-23]. Isto pode ter
ocorrido devido ao pouco tempo que o sémen ficou em contato com o meio diluente até a
avaliacdo (incubagdo por 15 minutos), ndo permitindo que houvesse diferenga
perceptivel na acdo de protecdo dos diferentes meios estudados.

Diferentemente do relatado por Garcia [21] com o sémen fresco, no qual
ndo houve diferenca entre 0s grupos, observou-se valores superiores para motilidade
progressiva (MP) nos grupos CSC, LD e LDC. Ja Pagl et al. [5] encontraram valores mais
elevados para 0s grupos com caseina tanto para o sémen a fresco, como para refrigeracdo
com 24h. Para os parametros de velocidade (VSL, VAP, VCL e RAP) as 0 horas e 24 horas
pos-refrigeracdo foram observados resultados superiores na maior parte das avaliagdes
para 0s grupos a base de leite desnatado. Pagl et al. [5] observaram valores mais elevados
para os grupos com diluentes com fracéo proteica do leite definido.

O sémen fresco diluido com leite desnatado e pentoxifilina apresentou valores
elevados para parametros de velocidade espermatica, assim como descritos por Goulart et

al. [24] e Guasti et al. [25,26]. A pentoxifilina acrescida ao diluente de sémen €
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responsavel por aumentar a concentracdo de AMPc no interior da célula, mantendo

a
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energia que atua diretamente no controle do flagelo do espermatozoide [27],
provavelmente elevando o valor do potencial mitocondrial (APM). Esta relacdo ndo pode
ser observada nos momentos estudados (TO e T24) ja que os grupos contendo
pentoxifilina obtiveram resultados semelhantes aos grupos CS, CSC e LD.
Possivelmente, os garanhdes utilizados no presente estudo ndo se beneficiaram com a
utilizacdo deste farmaco, assim como no estudo de Farrés et al. [22], devido os animais
utilizados apresentarem alto padrdo de motilidade espermatica.

Os grupos com adicdo de colesterol (CSC e LDC) demonstrou proteger
eficientemente a membrana espermatica nos testes que avaliaram a porcentagem de
integridade da membrana plasmatica e acrossomal em ambos 0os momentos estudados,
ressaltando a acdo que o colesterol exerce na estabilizacdo das membranas durante
0 processo de refrigeracdo, reduzindo os danos em sua estrutura [17,28].

Apesar dos grupos CS e CSC ndo proporcionarem melhores padrdes de cinética
espermatica, de maneira geral apresentaram melhor estabilizacio da membrana e
pardmetros para potencial mitocondrial adequados para manter um cadenciamento do
movimento flagelar, 0 que parece ser mais positivo que a elevada porcentagem de
potencial mitocondrial e intensidade de fluorescéncia quando relacionado com o resultado
do teste de fertilidade de garanhdes "bad cooler".

A adicdo de colesterol ao meio diluente pode incrementar as taxas de fertilidade
para garanhGes "bad cooler" quando refrigerado por 24 horas [17]. Os resultados para
fertilidade demostraram diferenca estatistica entre o grupo CSC e os demais grupos que
ndo continham colesterol. Entre os grupos contendo colesterol (LDC e CSC), foi
observado semelhanca estatistica com valor de P entre os grupos de 0,07, tendenciando a
diferenca estatistica entre os grupos. Comparando meio a base de caseina com colesterol e
leite com colesterol observou-se tendéncia de melhor fertilidade para o meio contendo
caseina [21]. E possivel que o aumento do niimero de éguas testadas para cada tratamento
resulte em diferenca estatistica.

A taxa de fertilidade do grupo CSC pode ser embasada na soma de beneficios
propiciados pelo colesterol e caseina. Como a acdo estabilizadora do colesterol na
membrana plasmatica [17,28], a acdo protetora das caseinas em relacdo as HSPs [12-14],
bem como a maior taxa de ligagdo do espermatozoide a zona pelicida do odcito que é

observado quando utilizado meios diluentes contendo caseinas na espécie equina e bovina
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[15,16]. Apoés a diluicBo do sémen, as caseinas sequestram as proteinas de ligagdo do

plasma seminal, impedindo sua ligacdo com a membrana plasmatica, evitando assim a

39



desestabilizagcdo e consequente capacitacdo [13,14]. Esta relagdo pode ser evidenciada
nos resultados do YoPro, pois o grupo CSC apresentou menor porcentagem de membrana
plasmatica desestabilizada que a maioria dos grupos testados (Tabela 3) com consequente
retardo da capacitacdo ao decorrer do tempo, resultando numa tendéncia de melhor
fertilidade para o grupo.

5. Concluséo

A utilizacdo de caseinato de s6dio mostrou-se uma alternativa vidvel para a
substituicdo do leite desnatado em diluentes de refrigeracdo de sémen equino. Apesar de
observar-se um leve decréscimo nas caracteristicas de cinética espermatica, os diluentes a
base de caseinato de sddio contribuiram significativamente para alta taxa de fertilidade em

garanhdes "bad cooler".
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