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Resumo

Dentre as biotecnologias aplicadas na espécie equina, a refrigeracdo de sémen tem
papel de destaque por ser acessivel e permitir grande avango genético. O emprego da
refrigeracdo possibilita 0 uso de garanhfes sem que necessite transporte dos
reprodutores, diminuindo custos e riscos. Porém para manutencdo das células
espermaticas em baixas temperaturas com a adequada proteg&o as crio injurias se faz
necessario o uso de diluentes que vao interagir com os espermatozoides conferindo
estabilidade a membrana. O estudo destes diluentes esclarece questdes quanto a sua
acado e mecanismos de protecdo, entretanto os diluentes de maior disponibilidade e
consequentemente mais empregados sdo 0s compostos por leite em p6 desnatado,
lhe dando uma composicdo variavel, de dificil repetibilidade entre os lotes. Neste
sentido é indicado a busca por substancias que promovam a devida protecdo
espermatica e tornem os diluentes mais eficientes. O objetivo desta revisdo foi estudar
0 emprego da caseina como substitutivo para o leite em pé desnatado.

Palavras-chave: caseina, diluidor, sémen refrigerado.



GARCIA, V.F.C (2016). Addition of sodium caseinate in the extender of equine
semen refrigeration. Botucatu, 2016, 35 p., Dissertacdo de Mestrado, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, departamento de reprodugao animal e

radiologia veterinaria

Abstract

Among biotechnology for equine, semen cooling has an important role to be accessible
and allow large genetic advancement. The use of cooling permits the use of studs
without the need to transport stallions, reducing the costs and risks. However, to
maintain low temperatures and adequate protection to create injuries to the use of
extenders is required that will Interact whit the stability check sperm membrane. The
study of these extenders answers questions about its mechanisms of action and
protection, however, the extenders of greater availability and therefore more used in
routine is based on milk skimmed milk powder, giving it a variable composition, difficult
repeatability between lots. In this sense it is given for the search for substances that
promote adequate protection of spermatozoa and make them more efficient diluents.
The objetive of this review was to study the use of casein as a substitute for skimmed
milk powder.

Palavras-chave: casein, diluent, cooled semen.
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1. INTRODUCAO

A industria equina teve um grande avanco nos ultimos anos, e
atualmente tem importante participacdo no Produto Interno Bruto nacional,
gerando montantes superiores a 7,3 bilhdes de reais, sendo responsavel por
3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos em cerca de 30 setores (LIMA,;
SHIROTA; BARROS, 2006). Como parte deste sucesso diretamente ligado aos
progressos biotecnoldgicos na area da reproducdo equina mundial. Podendo
citar, dentre estas biotecnologias, a utilizacdo do sémen refrigerado equino.
Técnica esta que se sobressai como a ferramenta mais utilizada nesse
seguimento.

Em um cenario globalizado, onde as inter-relacdes entre os paises estao
mais estreitas, € preciso buscar solu¢des para o fomento do comércio exterior
e valorizagdo da biotecnologia nacional. Neste sentido se faz necesséario a
determinacdo de um diluidor sintético para refrigeracdo do sémen equino que
possa romper barreiras sanitarias e ser comercializado internacionalmente.
Contudo, os meios diluentes devem apresentar a capacidade de manter a
integridade e viabilidade dos espermatozoides durante o processo de
refrigeracdo e transporte. O sucesso no uso do sémen refrigerado envolve
muitos fatores, dentre estes, a temperatura de armazenamento, composicao do
diluente, nimero de espermatozoides inseminados e nimero de inseminacdes
(BATELLIER et al, 2001).

Entre as vantagens da refrigeracdo, destacam-se a otimizacdo do uso
de garanhBes com comprovada superioridade genética através do
prolongamento da viabilidade das células esperméaticas e possibilidade de
envio de doses inseminantes para uso em matrizes que estejam distantes do
garanhdo, além da diminuicdo de custos e risco de acidentes durante o
transporte dos animais. Além do controle sanitario, reducdo das chances de
transmissdo de doencas carreadas pelo contato sexual ou qualquer outra
enfermidade alheia ao ambiente onde se encontra a égua (BRINSKO;
VARNER, 1992).

Segundo Canisso et al. (2008) entre os diluentes mais utilizados em todo
mundo estdo aqueles a base de leite em pd desnatado, sendo derivagbes do

descrito por Kenney et al. (1975). Pesquisas apontam que o armazenamento



nas temperaturas entre 4 e 6°C conferem resultados mais satisfatorios em
relacdo ao armazenamento entre 15 ou 20°C quando comparados aos
diluentes a base de leite (PALMER, 1984; SQUIRES et al., 1988; VARNER et
al., 1988; VARNER et al., 1989; MORAN et al., 1992).

Contudo, algumas pesquisas vém evidenciando a superioridade de
novos diluentes cuja as bases sao fracdes especificas do leite, tal como as
caseinas. Além de poder prevenir interacdes indesejaveis com substancias
presentes no leite que podem agir diminuindo a capacidade de fertilizagéo e
sobrevida dos espermatozoides devido a inducdo da reacdo acrossomal
(PIERRE et al.,, 1992; POMMER et al., 2002; AURICH, 2008), o uso de
diluentes tendo como base as caseinas podem interagir com proteinas
plasméticas especificas elevando o potencial generandi deste sémen
(MANJUNATH, 2012).

Neste sentido, diluentes compostos por caseinatos tém sido incluidos
em experimentos com sémen equino, contudo a literatura ainda é discreta e
carece de resultados mais expressivos. Assim sendo, o objetivo do presente
estudo é verificar se a substituicdo do leite pelo caseinato de sédio no diluente
para sémen refrigerado equino proporciona caracteristicas espermaticas

adequadas para manutencao da viabilidade espermatica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Célula espermatica

A espermatogénese é o0 processo pelo qual sdo produzidos os
espermatozoides no epitélio seminifero. Este epitélio € composto pelas células
de Sertoli, e células germinativas, e envolve a espermatogénese, a qual é
dividida em trés fases, a espermatocitogénese (proliferacdo), a meiose
(multiplicacéo) e a espermiogénese (GARNER; HAFEZ, 2004). Posteriormente,
estas células sdao maturadas no epididimo e armazenadas na cauda deste
conduto, até o momento da ejaculagdo (SETCHELL, 1993).

As células espermaticas séo estruturas altamente especializadas,

morfologicamente divididas em cabeca, colo e cauda (SINGH, 2006). A regiao



da cabeca do espermatozoide equino apresenta uma forma eliptica, sendo
composta pelo nudcleo, o acrossomo, a regido poés-acrossomal, quantidade
diminuta de elementos no citoplasma e a fossa de implantacédo. No nucleo esta
concentrada a cromatina, DNA. O acrossoma € uma espécie de capuz derivado
do complexo de Golgi que recobre dois tercos da cabeca, que contém
glicolipidios e enzimas hidroliticas, como pré- acrosina, hialuronidase,
esterases e hidrolases acidas (PESCH; BERGMANN, 2006), que sao
essenciais para penetracdo do espermatozoide no oécito (FERNANDES;
PIMENTEL, 1997; GUYTON; HALL, 1997). A lamina pds-acrossomal também
parece ter papel na ligagcdo com o odécito, enquanto a fossa de implantacédo é o
local de implantac&o da cauda (JUHASZ et al., 2000).

O colo € a area de transicdo entre a cabeca e a peca intermediaria do
espermatozoide e armazena os centriolos (MIES FILHO, 1987). A peca
intermediaria é composta pela bainha mitocondrial, matriz energética geradora
de adenosina trifosfato (ATP), dando ao espermatozoide a capacidade de
movimentagao flagelar por meio do axonema (MIES FILHO, 1987; CARVALHO
et al.,, 2002; GARNER; HAFEZ, 2004; SINGH, 2006). O axonema é composto
por um par de microtubulos centrais envoltos por outros 9 pares de
microtubulos externos, num arranjo “9 + 2”, que deslizam sobre si levando ao
movimento da célula. A cauda, formada pelas pecas intermediaria, principal e

terminal, é a parte mais longa da célula espermatica (SINGH, 2006).

2.2 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica € composta por uma bicamada lipidica,
proteinas e carboidratos. O espermatozoide de mamiferos € completamente
envolto pela membrana plasmatica, sendo segmentado em: acrossoma,
segmento equatorial e basal, peca intermediaria e cauda; onde cada um
desempenha uma funcéo especifica (LADHA et al., 1998 e ALMEIDA, 2006).

A anadlise da viabilidade da membrana espermatica tem sido descrita
como melhor preditivo de fertilidade em comparagédo aos testes convencionais
de concentracdo, motilidade, morfologia, que parecem ter uma competéncia
limitada a este quesito (AMANN, 1989). Segundo Lagares et al. (2000), a



integridade e composi¢cdo da membrana é passivel de mudancas durante
variados processos aos quais 0 sémen esta sujeito, como a fertilizacdo, a
manipulacdo e a estocagem. Tendo o conhecimento dos seus efeitos
metabdlicos quando em interacdo com os meios diluentes, torna-se primordial
o estudo dessas membranas (LAGARES et al., 2000).

No momento da refrigeracdo, os componentes da membrana sdo 0s
mais afetados e, quando o sémen atinge temperaturas de aproximadamente
5°C, ha mudancgas morfofuncionais que alteram a permeabilidade, motilidade e
capacidade de fecundacéo dos espermatozoides (AMANN; GRAHAM, 2011).

Quando o sémen equino € colhido, sua temperatura € de
aproximadamente 35°C e, quando submetido a refrigeracéo, o espermatozoide
passa por uma mudan¢a na organizacado dos acidos graxos, 0 que altera o
estado fisico da membrana, que passa de liquido cristalino para gel (AMANN;
GRAHAM, 2011). O periodo de maior sensibilidade das células é o
compreendido entre as temperaturas de 19° C e 8° C (MORAN et al., 1992),
chamada fase de transicdo. Esta fase é determinante para a qualidade do
espermatozoide refrigerado.

As taxas de refrigeracdo também podem influenciar negativamente na
membrana espermatica, especialmente em curvas acima de -1° C/min ou
inferiores a 0,3°C/min, porém durante a fase de transi¢do, periodo mais critico
da refrigeragdo, a curva deve obedecer a valores de 0,05°C/min encerando o
arrefecimento de 37°C a 4°C em um periodo de 4 horas (DOUGLAS-
HAMILTON; BURNS; DRISCOLL, 1987; KAYSER et al., 1992; MORAN et al.,
1992).

As espécies que apresentam maior concentracdo de colesterol na
membrana dos espermatozoides tendem a ser mais resistentes ao choque frio,
podendo fazer com que a fase gel ndo ocorra, se limitando a um estado fluido
intermediario (HARTWIG; PAPA; DELL’AQUA JR, 2012). Contudo o0 equino
nao é uma dessas espécies, assim a adicdo de colesterol aos diluentes traz
beneficios para aqueles animais que apresentam baixa resisténcia a
refrigeracao (HARTWIG et al., 2014).

A manutencdo dos espermatozoides a uma temperatura de refrigeracao

de 5°C, leva a reducdo do metabolismo ativo a apenas 10%, resultando em



baixa da taxa catabodlica das células e prolongando a vida util espermatica
(AURICH, 2008; NUNES et al., 2006).

Contudo algumas estratégias podem ser tomadas para minimizar 0s
danos causados pela refrigeracdo, entre elas as taxas de refrigeracdo e os
meios diluidores, que podem conferir maior estabilidade as células, protegendo

a membrana e consequentemente a funcéo do espermatozoide.

2.3 Plasma seminal

O plasma seminal € uma secrecdo fundamental a fertilizacdo, atuando
como protetor e carreador dos espermatozoides (GARNER; HAFEZ, 2004). E
oriundo da rete testis, epididimo, ampola, prostata, vesicula seminal e glandula
bulbouretral (SAMPER, 2000; KARESKOSKI; KATILA, 2008).

Segundo Guasti, Monteiro e Papa (2012) dentre variadas fungdes, desde
0 metabolismo espermético até a fecundacgdo, o plasma € responsavel pelo
inicio da motilidade espermética, controle microbiolégico e neutralizacdo de
metabdlitos. Além de estar envolvido com a capacitacdo espermatica e
inflamac&o uterina pos cobertura.

O plasma seminal tem a capacidade de combater as espécies reativas
de oxigénio geradas pelos espermatozoides, reduzindo os danos causados aos
mesmos, desfragmentacdo de DNA e peroxidacédo lipidica (BALL et al., 2001;
POTTS; NOTARIANNI; JEFFERIES, 2000).

Contudo, estudos tem demonstrado que espermatozoides colhidos
diretamente dos epididimos de garanhdes, pls castracdo, ndo tendo contato
com as demais substancias presentes no ejaculado, advindas de estruturas
posteriores a cauda do epididimo, sdo capazes de fecundar odcitos
(MONTEIRO, 2010; MONTEIRO et al., 2011).

Os efeitos do plasma seminal sobre os espermatozoides sao
conflitantes, Barreto (2007) relata que ha diversos artigos referindo tanto os
resultados favoraveis quanto os nocivos. Um dos motivos dessas divergéncias
pode estar relacionado a nao padronizacdo aplicada as metodologias de
pesquisa devido a variabilidade da composicdo do plasma dos garanhdes
(GUASTI; MONTEIRO; PAPA, 2012).



Vidament et al. (2001) realizando testes de congelamento de sémen
equino ndo notaram diferencas entre as amostras congeladas com a fracdo
total do ejaculado ou com a remocao do plasma. Entretanto, autores como
Aurich et al. (1998) e Rigby et al. (2001) demonstraram que a remocao do
plasma, a depender do garanh&o, da qualidade do plasma e do diluidor
utilizado, pode ou néo ser benéfica ao espermatozoide.

Resultados tao variaveis podem ainda ser devido a efeitos individuais,
genéticos ou ambientais envolvidos. Assim € necessario ampliar o
conhecimento a respeito do plasma seminal, sobre sua real interacao e adesao
a célula espermatica, além das informacdes ja existentes sobre as substancias

envolvidas no processo, tais como: proteinas, enzimas, hormdnios e ions.

2.4 Diluentes

Os primeiros estudos envolvendo diluentes foram realizados na década
de 40, quando Phillips e Lardy (1940) testaram um meio a base de gema ovo
para a criopreservacdo do sémen bovino. Ja na década de 50 surgiram 0s
primeiros estudos com diluentes a base leite (THACKER; ALMQUIST, 1953),
entretanto até hoje as substancias empregadas para refrigeracdo do sémen
equino quase sempre sao compostas por gema de ovo ou leite (HEITLAND et
al., 1996).

As principais funcfes dos meios diluentes € promover a reducdo da
concentracdo de plasma seminal, dar aporte nutricional, ter acao
antimicrobiana, além de estabilizar o pH e a osmolaridade. Contudo, a
alteracdo destes indicadores pode levar a mudangas nas caracteristicas de
motilidade celular (PUGLIESI, 2009; GRIGGERS et al., 2001). Tais diluentes
devem ter capacidade de manter caracteristicas desejaveis aos
espermatozoides, apresentando pressédo osmética entre 300 e 350 mOsm e pH
entre 7,0 e 7,2 (DARENIUS, 1998).

A acdo protetora da gema de ovo é relacionada a presenca de
lipoproteinas que atuam na estabilizagdo das membranas, por meio da ligacao
a algumas lipoproteinas presentes nos espermatozoides e neutralizacdo de

agentes com potencial danoso existentes no plasma seminal (AURICH, 2005;



AMANN; GRAHAM, 2011). Tais lipoproteinas ocupam locais especificos das
membranas conferindo resisténcia e protegendo-as durante a criopreservacao.
Além disso, a presenca de fosfolipidios também protegem os espermatozoides
durante a queda da temperatura até 5° C (MOUSSA et al., 2002; FURST,
2006).

Aparentemente, 0 mecanismo de protecdo do leite € similar ao da gema
de ovo, envolvendo proteinas na estabilizacdo da membrana (AMANN;
GRAHAM, 2011). O arranjo proteico do leite ainda atua como tampédo e
quelante para metais pesados, o0 que diminui os efeitos negativos da
refrigeracdo (SALAMON; MAXWELL, 2000). Contudo a presenca do leite nos
diluentes pode interferir negativamente na eficiéncia de algumas tecnologias
aplicadas ao sémen, como a sexagem espermatica (FLOREZ-RODRIGUEZ et
al., 2014). Esta baixa eficiéncia no processo de sexagem esta diretamente
ligada a opacidade do meio, que interfere na marcacdo das células com o
corante Hoechst 33342, devendo-se buscar diluentes com menor opacidade
(GIBB et a., 2011; FLOREZ-RODRIGUEZ et al., 2014).

A variabilidade na composicéo do leite € outro fator que desabona seu
uso, ou indica a necessidade de padronizacdo. Na busca por diluentes que nao
apresentam esta variabilidade Batellier et al. (1997) pesquisaram a adi¢cdo de
fracbes do leite em diluentes do sémen equino, em vista de evidéncias que
indicam que os lipideos do leite ndo seriam os responsaveis pela protecédo das
células espermaticas, e sim a caseina (BERGERON; MANJUNATH, 2006).

Dentre as possiveis substancias a serem estudas o fosfocaseinato, foi
descrita como sendo a mais eficaz ha manutencéo da viabilidade espermatica
e com a capacidade de proteger a membrana plasmatica devido a sua forte
ligacdo com os ions de Ca** (HOCHACHKA, 1986; PAGL et al., 2006). O qual
nao induz a capacitacdo espermatica precoce (BATELLIER, 1997).

Batellier (1997) descreveu o processo para obtencédo das fragbes do
leite, a partir do leite cru, utilizando uma série de processos de fervuras a 90° C
por 30 minutos, microfiltracdes e ultra-filtracbes. Sendo o resultado de todos
esses procedimentos o fosfocaseinato nativo, subdividido em quatro fracdes
(caseina a; caseina ; caseina k; fragao rica em fosfolipideos), e as proteinas

soluveis (a lactoalbumina; B lactoglobulina) (Figura 1).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0737080614001580
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FIGURA 1 - Processo para obtencéo das fragc6es do leite a partir do leite cru
Fonte: Adaptado de Batellier (1997).

Alterando o processo imposto ao leite cru, Batellier (1997) também
demonstrou como sintetizar o caseinato de sodio (Figura 2). Para obtencao do
caseinato de sédio, além da lavagem da coalhada também é possivel fazer o
uso direto da caseina acida (BARRAQUIO; VAN DE VOORT, 1991).
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(NaOH)

) L Microfiltrado
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Protedlise por
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Forma glicosilada

FIGURA 2 - Processo para sintese de caseinato de sodio
Fonte: Adaptado de Batellier (1997).

Batellier (1997) adicionou as fracdes liquidas, fracdes de proteinas
solluveis, fragdes a lactalbumina, fragdes B lactoglobulina, fosfocaseinato nativo
e caseina B a um meio base, contendo solu¢cdo de sais de Hank's, glicose e
lactose para testar a eficiéncia sobre a protecdo das células espermaticas e
seus efeitos danosos. A melhor capacidade protetora foi relacionada ao

fosfocaseinato nativo, numa concentragdo de 27g/L. O caseinato de sédio e
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uma caseina comercial, também foram testadas, sendo que onde apenas o
caseinato de sodio se mostrou semelhante ao fosfocaseinato nativo para
refrigeracdo do sémen até as 96 horas (BATELLIER, 1997).

2.5 Estrutura, funcdo e mecanismo de acdo da caseina

O leite apresenta entre 3,3 a 3,5% de proteinas totais, das quais cerca
de 20% séo provenientes do soro e sao representadas pelas p-lactoglobulinas,
a-lactalbuminas, albumina sérica, imunoglobulinas e lactoferrina. As caseinas
representam os demais 80% de proteinas presentes no leite bovino, sendo as
Os1-, Os2-, B- € a k-caseina as quatro principais proteinas. A caseina tem como
funcdo primaria transportar calcio, fosfato e proteina ao lactante (DE KRUIF &
HOLT, 2003), contudo também é responsavel por evitar a calcificacdo do tecido
mamario (SMYTH et al., 2004).

Segundo Fox e Brodkorb (2008) quase a totalidade da caseina do leite
estd agrupada na forma de micelas (Figura 3), sendo esta a estrutura
responsavel por fornecer a estabilidade térmica do leite. As proteinas asi-, 0s2- €
B-caseina geralmente estdo dispostas no centro destas micelas, juntamente
com fosfato de calcio coloidal, enquanto a k-caseina esta na superficie externa
(DALGLEISH, 2011).

() submicela de caseina
k-caseina

+ fosfato de calcio

FIGURA 3 — Micela de caseina.
Fonte: Adaptado de http://mauxikqgc.blogspot.com.br/2015/09/proteinas-
de-la-leche.html.
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Contudo para protecéo da célula espermatica a manutengéo da estrutura
de micelas ndo € determinante, Batellier et al. (1997) demonstraram que
mesmo apos tratamento para destruicdo desta estrutura houve manutencdo da
viabilidade espermaética.

Apesar de néo ter sido esclarecido o mecanismo de protecdo as células
espermaticas pela caseina, ja foi demonstrado por diversos autores que
provavelmente esta acdo ocorra pela interacdo da propria caseina com as
proteinas de ligagdo do plasma seminal bovino (BSPs), numa ligagéo proteina
— proteina (Figura 4), diferentemente do que acontece com diluentes a base de
gema de ovo, por quais a ligacdo das BSPs se da com as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) (PLANTE et al., 2015). Ja foi demonstrado que em
diversas espécies de mamiferos, entre elas a equina, podem existir iso-formas
das BSPs encontradas nos bovinos (BERGERON; MANJUNATH, 2006)
(Quadro 1).

Numa situacdo de estocagem do sémen as BSPs se tornam prejudiciais
a medida que na relagcdo tempo/concentracdo estimulam o efluxo de colesterol
e fosfolipidios da membrana espermatica (MANJUNATH, 2012). Contudo, tais
proteinas representam mais de 70% daquelas expressas no plasma seminal
equino e também estdo envolvidas em processos fundamentais a fertilidade do
sémen, como a capacitacdo espermatica e formacdo do reservatorio
esperméatico (EKHALASI-HUNDRIESER et al., 2005; MANJUNATH, 2012).



Espermatozoides do epididimo

Efluxo Colesterol / Fosfolipidios

Armazenamento do sémen

Figura 4.
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Fonte: Adaptado de MANJUNATH, 2012.

“*= Colesterol
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A prevencido da perda de lipidios

QUADRO 1 - Proteinas homoélogas a BSP isoladas a partir do plasma seminal de varias espécies

Espécies Proteinas homologas Referéncias
Touro  BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3, BSP-30 kDa Manjunath and Thérien (2002)
Javali pB1l Calvete et al. (1997)
Garanhéao HSP-1, HSP-2, HSP-12 kDa Calvete et al. (1995,1997);Ménard et al. (2003)
Bode GSP-14, GSP-15, GSP-20, GSP-22 kDa Villemure et al. (2003)
Carneiro RSP-15, RSP-16, RSP-22, RSP-24 kDa Bergeron et al. (2005)
Bisdo2 BIiSV-16, BiSV-17, BiSV-18, BiSV-28 kD¢ Boisvert et al. (2004)

alsolado a partir de secrec¢des das vesiculas seminais

Fonte: Adaptado de BERGERON; MANJUNATH, 2006.
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O uso do caseinato de sodio na diluicdo de espermatozoide equino
apresenta também efeito sobre a capacidade de ligacdo das células
espermaticas com a zona pelucida (ZP), onde diluentes contendo proteinas do
leite apresentam maior ligacdo dos espermatozoides a ZP, o que é essencial
para o processo de fertilizacdo (COUTINHO DA SILVA, et al., 2012).

A adicdo de caseina ao sémen de suinos também tem se mostrado
eficiente, reduzindo danos gerados pela criopreservacéo, retendo colesterol,
reduzindo a atividade das caspases e mantendo a integridade do DNA. A
suplementacdo com caseina também elevou as taxas in vitro de penetracdo de
espermatozoides nos oécitos (TATEMOTO et al., 2015).

2.6 Sémen refrigerado: Leite versus Caseina

A partir dos estudos de Kenney et al. (1975), a refrigeracdo do sémen de
equinos com diluentes a base de leite desnatado, onde descreveram o diluente
a base de leite desnatado, este vem sendo empregado com maior frequéncia
na rotina de médicos veterinarios que trabalham na reproducao de equinos.

A refrigeracao e a inseminacao artificial com sémen refrigerado séo duas
técnicas frequentemente empregadas na espécie equina, que além de
prolongar a viabilidade dos espermatozoides, apresentam elevados indices de
gestacdo quando comparados a monta natural e o uso de sémen fresco
(ALMEIDA, 2006).

Fleury et al. (2001), estudando animais da raca Mangalarga e utilizando
diluente a base de leite desnatado, no periodo de uma estacao reprodutiva,
ndo notaram diferenca estatistica para as taxas de gestacdo e recuperacao
embrionaria, comparando monta natural (87,5% e 50%), sémen fresco (73,7%
e 60,6%) e refrigerado (80,3% e 63,8).

Farras et al. (2008), utilizando trés diluentes comerciais, sendo dois a
base de leite desnatado (Botu-Sémen® e Botu-Turbo®) e um de fracGes
especificas do leite (INRA 96®), ndo notaram diferencas estatisticas nos
tempos avaliados (sémen fresco; 6 horas; 12 horas; 24 horas) ou parametros
estudados (motilidade total; motilidade progressiva; integridade de membrana)
a5°Couls°C.
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Em 2006 Pagl et al., compararam ejaculados de garanhdes em dois
experimentos, comparando um diluente com fracdes definidas, um a base de
leite desnatado e PBS, e encontraram diferencas significativas para motilidade
total as 48 e 72 horas, motilidade progressiva no sémen fresco, as 24 e 48
horas, os parametros de velocidade, a partir das 48 horas, também foram
superiores e significativamente diferentes para os espermatozoides diluidos

com as fracdes definidas do leite.
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Resumo

O uso de diluentes para refrigeracdo do sémen equino é comum em todo
mundo, contudo a busca por diluentes mais eficientes tem feito as pesquisas
na area avancarem. Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar o
caseinato de sd6dio como substitutivo para o leite desnatado no diluente para
transporte refrigerado equino. Foram utilizados 21 ejaculados de diferentes
garanhf8es em idade reprodutiva. Apos a coleta dos ejaculados o sémen foi
dividido em duas aliquotas, LD (Botu-Sémen®, Botupharma, Botucatu, SP,
Brasil com leite desnatado) e CS (Botu-Sémen®, Botupharma, Botucatu, SP,
Brasil com caseinato de sdédio), na concentracdo de 50 x 106
espermatozoides/mL e colocadas em caixa de refrigeragdo passiva a 5°C/24
horas. As amostras foram avaliadas quanto a cinética espermatica (HAMILTON
THORNE RESEARCH - IVOS 12), integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, peroxidacao lipidica, concentracdo de H20: intracelular por de
citometria de fluxo. As amostras foram testadas quanto a fertilidade utilizando
dois ciclos de 25 éguas, em sistema “crossover”. A inseminagdo com sémen
refrigerado ocorreu 24 horas apos inducdo da ovulacdo e a gestacdo foi

identificada por ultrassonografia 14 dias apos a ovulagédo. Todos os resultados
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obtidos, tanto para as analises de cinética espermética, bem como as
avaliacdes realizadas pela citometria de fluxo ndo identificaram diferencas
estatisticas entre os grupos. A gestacdo foi observada em 84% (CS) versus
56% (LD) das éguas inseminadas, sendo P=0,0622. Pode-se concluir que o
caseinato de sodio € uma substancia sintética capaz de substituir o leite
desnatado no diluente de refrigeracdo do sémen equino apresentando
caracteristicas similares tanto nas avaliacdes laboratoriais, e com elevada
fertilidade.

Palavras-chave: Caseina, Espermatozoide, Garanhao, Diluente.

l.Introducéo

O avanco biotecnoldgico e a visdo empresarial do agronegdécio equino,
gque em sua esséncia deve gerar lucros e reduzir custos, tem proposto a
pesquisadores verdadeiras revolucbes em suas pesquisas. Com 0 UsO
frequente do sémen refrigerado nas inseminacbes em éguas, tem se
conseguido impor uma barreira sanitaria e também gerar economia e renda aos
haras e diminuir o risco aos animais [1]. Contudo ainda h&d uma evidente falta
de padronizacdo no emprego desta técnica.

O sucesso no uso de sémen refrigerado abrange diversos fatores, entre
eles 0 numero de espermatozoides inseminados, o nimero de inseminacdes e
a composicdo do diluente utilizado [2]. Os componentes do meio diluente
devem conferir ao sémen o prolongamento da sua viabilidade sem afetar sua
capacidade fertilizante [3]. Dentre os diluentes de refrigeracdo de sémen
equino estudados e aplicados rotineiramente estdo aqueles a base de leite
desnatado, derivados do descrito por Kenney et al. [4,5].

O leite, apesar de fornecer condicbes apropriadas a manutencdo da
viabilidade das células espermaticas, apresenta cerca de 100 mil diferentes
moléculas, o que também impede uma padronizagdo dos diluentes e indica a
necessidade de buscar diluentes mais eficazes, tal como as caseinas [2].

Caseinas séo as proteinas presentes no leite que conferem resisténcia
aos espermatozéides devido a interacdo que ocorre com o plasma seminal e a
membrana plasmatica das células [6,7]. A caseina interage com as proteinas

de ligacdo do plasma seminal (HSPs), que poderiam levar a um efluxo de
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colesterol, e consequentemente a uma capacitacdo precoce dos
espermatozoides [8,9].

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi verificar se a substituicdo do
leite desnatado pelo caseinato de sodio no diluente, para refrigeracdo do
sémen equino proporciona caracteristicas espermaticas adequadas para

manutencao da viabilidade espermatica e fertilidade.

2. Material e métodos
2.1 Animais

Foram utilizados 21 garanhdes, das racas Quarto de Milha e Mangalarga
Marchador com idade variando entre 5 e 15 anos, alojados em propriedades
rurais do estado de S&o Paulo. Os animais encontravam-se clinicamente
sadios e previamente ao estudo foram submetidos ao exame androlégico.
Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —

Unesp — Botucatu, protocolo numero 120/2015.

2.2 Colheita do ejaculado e diluicdo do sémen

Os ejaculados foram colhidos com uso de uma vagina artificial modelo
Botucatu (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil). Apés a obtencéo do ejaculado, o
sémen foi avaliado e fracionado em duas aliquotas. Posteriormente foi diluido
na concentracdo de 50 x 10® de espermatozoides/mL nos diluentes, comercial
Botu-Semen® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), com leite desnatado (LD) ou
caseinato de sodio (CS). Este ultimo foi obtido através da substituicdo de 20 g
do leite desnatado do Botu-Semen®, por 20 g de caseinato de sodio (Sigma
Audrich — C8654).

2.3 Delineamento experimental

O experimento foi divido em duas etapas. A primeira consistiu na
avaliacdo laboratorial da viabilidade in vitro, nos momentos apoés a diluicéo (TO0)
e 24 horas apos a refrigeracdo a 5°C (T24) que foi realizada de forma passiva

em caixa de isopor comercial (Botu-Flex®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil).
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A segunda etapa caracterizou-se pelo teste de fertilidade in vivo, onde
se utilizou um garanhdo, Bad Cooler, que sé&o aqueles que apresentam
diminuicdo na fertilidade apds refrigeracdo e transporte, além de queda na
motilidade total igual ou superior a 30%, segundo classificagdo de Hartiwg et
al. [10] e Brinsko et al. [11].

2.4 Andlises esperméticas

As amostras seminais de ambos os grupos foram avaliadas 15 minutos
apoés a incubagdo em banho Maria a 37°C por 15 minutos, nhos momentos TO e
T24.

2.4.1 Avaliacdo da cinética espermatica

As amostras foram avaliadas quanto a cinética espermatica utilizando o
aparelho de analise computadorizada (Hamilton Thorne Research — IVOS 12,
Beverly, MA, USA), para mensuracdo da motilidade espermatica total (MT),
motilidade espermética progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP),
velocidade linear (VSL), velocidade curvilinear (VCL), movimento lateral de
cabeca (ALH), frequéncia de batimento de cauda (BCF), retilinearidade (STR),
linearidade (LIN) e porcentagem de espermatozoides com movimento rapido
(RAP). Para cada amostra seminal foram avaliados 5 campos aleatérios em
camara de Mackler, avaliando-se um namero minimo de 200 células por campo

e utilizando-se o setup descrito na Tabela 1.

TABELA 1 - Ajuste do equipamento de andlise computadorizada dos

espermatozoides equinos.

Parametros Ajustes
Numero de pontos examinados 30
Contraste das células em relagdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo das células 3 pixels
Contraste para células moveis 30

Motilidade progressiva
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Retilinearidade >80%
Velocidade média de percurso >70um/s
Static

Velocidade média de percurso Cutoff <30m/s
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 moveis N&o
Magnificacao 1,95
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2.4.2 Citbmetro de fluxo

Para as analises de citometria de fluxo, foi utilizado o equipamento BD
LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com
lasers: violeta 405-nm, 100 mW; azul 488-nm, 100 mW e vermelho 640-nm, 40
mW. As mensuracdes de fluorescéncia foram realizadas nos filtros 450/ 50 nm
(H342), 530/30 nm (FITC); 660/20 nm (APC); e 694/50 nm (PI).

Auto-fluorescéncia e controles de cada fluorocromo foram adquiridos
para ajuste de sobreposicdo de onda e compensacéao utilizando-se a matriz de
compensacdo do préprio software. Os dados foram gerados utilizando-se
graficos dotplot incluindo eixo<Ot (bi-exponencial) tornando todas os eventos
visiveis e propriamente compensados.

No minimo 10.000 células foram avaliadas por amostra e os dados
foram avaliados por programa do mesmo fabricante BD FACSDiva™ software
v6.1.

Para as andlises de integridade de membrana plasmatica e acrossomal,

peroxidacao lipidica e concentracdo de H20:2 intracelular, as amostras de
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sémen foram diluidas em TALP-PVA (100mM NaCl, 3,1mM KCI, 25,0mM
NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 21,6mM DL-lactato de sédio 60%, 2,0mM CaCl2,
0,4mM MgCI2, 10,0mM Hepes-livre de acido, 1,0mM piruvato de saodio,
1,0mg/mL alcool polivinil-PVA e 25ug/mL gentamicina) na concentragdo de 5
x10%espermatozoides/mL acrescido de Hoechst 3342 (7uM; 14533, Sigma)
para eliminacdo dos debris celulares e entdo incubadas de acordo com cada
protocolo.

Para a integridade de membrana plasmética e acrossomal foram
utilizadas a associacdo de iodeto de propidio (1,5uM; PI) e FITC-PSA (2ng;
aglutinina de Pisum sativum conjugada ao isotiocianato de fluoresceina) de
acordo Freitas-DellAqua [12]. Para a peroxidacao lipidica utilizou-se C11-
BODYPY (1uM; D-3861; Molecular Probes) de acordo com Guasti et al. [13].

Para a avaliacédo da producéao de H20: intracelular utilizou-se a sonda 5-
(-6)-carboxi-2,7-diclorodihidrofluoresceindiacetato  (20uM; carboxi-H2DCFDA,;
Molecular Probes) de acordo com Guthrie e Welch [14] associada ao PI
(1,5uM).

2.5 Teste de Fertilidade

Para o teste de fertilidade foram utilizados 50 ciclos de 25 éguas em
sistema “crossover”. A inseminacgao artificial foi efetuada com a dose de 500 x
108 espermatozoides, apds 24 horas de refrigeracéo a 5°C.

As éguas foram monitoradas diariamente por ultrassonografia transretal,
e ao se detectar um foliculo de didametro médio de 35 mm e presenca de
edema uterino foi efetuada a inducdo da ovulacdo com 1 mg de acetado de
deslorelina.

Vinte e quatro horas apos a inducéo da ovulacédo a inseminacéo artificial
foi realizada. Quatorze dias apés a ovulacdo foi efetuado o diagndéstico de
gestacdo atraves de exame ultrassonogréfico.

2.5 Andlise Estatistica

As analises foram realizadas pelo Programa GraphPad Prism versao
6.0 para Windows (GraphPad software, LA Jolla, Caiférnia, USA;
www.graphpad.com). Para todas as analises foram calculadas as medias e erro

padrao e entéo realizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Quando
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os dados apresentavam distribuicdo normal foi utilizado teste t e, quando n&o
apresentavam distribuicdo normal (dados ndo paramétricos) utilizou-se Mann-
Whitney. Para a fertilidade foi utilizado o teste exato de Fisher, todas as
estatisticas foram consideradas significativas quando P<0,05 e tendéncia
quando P>0,05 e <0,1.

3. Resultados

Todas as caracteristicas da cinética espermética, assim como as
avaliacbes morfofuncionais efetuadas pela citometria de fluxo, n&o
apresentaram diferencas estatisticas em ambos 0s momentos e grupos

avaliados, conforme dados demonstrados nas tabelas 2 e 3 (P>0,05).

TABELA 2: Valores médios e erro padréo da cinética espermética nos grupos
leite desnatado (LD) e caseinato de sodio (CS) nos diferentes momentos TO e
T24.

Variaveis TO T24
LD CS LD CS
MT (%) 75,8+4,0 76,0+3,1 66,0+6,3 66,5+4,8
MP (%) 34,927 33,4+2,8 30,3+4,2 27,8+3,7
VSL (um/s) 90,8+4,0 90,7+3,6 83,8+6,3 87,8+4,0
VAP (um/s) 119,845,6 120,1+4,7 111,2+8,4 117,0+5,1
VCL (um/s)  211,0+9,6 215,7+7,7 202,9+14,1 214,3+8,5
ALH (um) 7,440,2 7,5+0,2 7,2+0,4 7,3+0,2
BCF (Hz) 32,4+0,9 32,5+1,1 31,717 33,0£1,0
STR (%) 75,4+1,1 75,7+1,1 71,7+3,8 74,8+1,4
LIN (%) 43,5+0,9 43,7+1,2 40,524 42,6+1,3
RAP (%) 65,4+4,9 65,5+4,1 57,0+6,8 56,7+5,3

MT = Motilidade Total, MP = Motilidade Progressiva, VAP = velocidade de trajeto, VSL
velocidade linear, VCL = velocidade curvilinear, ALH = movimento lateral de cabec¢a, BCF
frequéncia de batimento de cauda, STR = retilinearidade, LIN = linearidade e RAP
porcentagem de espermatozoides com movimento rapido. TO = 15 minutos apo6s a diluicdo, T24
= 15 minutos apds refrigeracdo a 5°C por 24 horas (P>0,05).
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TABELA 3: Valores médios e erro padrao das caracteristicas morfofuncionais
avaliadas por citometria de fluxo nos grupos leite desnatado (LD) e caseinato

de sédio (CS) nos diferentes momentos TO e T24.

L, TO T24
Variavel
LD CSs LD CS
IMPA (%) 69,6+2,7 70,7+2.,6 64,6+3,6 65,4+2,2
PERO (%) 34,7+7,9 33,8+7,9 29,4475 29,7+7,5
EROS (%) 23,245,3 29,2+6,7 31,148,4 33,8+7,5

IMPA = Membrana plasmética e acrossomal integras, PERO = Peroxidacao lipidica, EROS =
Concentracdo de espécies reativas ao oxigénio. TO = 15 minutos apdés a diluicdo, T24 = 15
minutos apos refrigeracédo a 5°C por 24 horas (P>0,05).

Os parametros de cinética espermatica das células avaliadas apés 15
minutos de estabilizacdo, neste estudo, ndo apresentaram diferenca.

Em relagéo ao teste de fertilidade foi observada tendéncia em relagéao a
taxa de gestacao entre os grupos estudados (P=0,0622), leite desnatado (56%,
14/25) e caseinato de sodio (84%, 21/25).

4. Discusséo

Os resultados para MT no momento TO se assemelharam aos
encontrados por Pagl et al. [15], Farras et al. [16] e LeFrapper et al. [17] no
mesmo momento, que também compararam os efeitos de diluentes comerciais
a base de leite desnatado e caseina e ndo obtiveram diferencas estatisticas.
Em relacdo a MP e os parametros de velocidade, Pagl et al. [15] encontraram
valores mais elevados, com diferenca significativa nos grupos com diluentes
com proteinas do leite.

As avaliacbes da cinética espermatica ap0s 24 horas de refrigeracao
ndo apresentaram diferenca estatistica, divergindo do que foi relatado por
LeFrapper et al. [17] no mesmo momento de analise. Os referidos autores
obtiveram melhores resultados para MP a partir das 24 horas de refrigeracao
utilizando diluentes a base de caseina quando comparado ao leite desnatado.
Entretanto, melhores resultados de MT, MP e VAP foram descritos por Papa et

al. [18], ap0s 24 horas, utilizando o leite desnatado.
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Florez-Rodriguez et al. [19] comparando diluentes a base de leite
desnatado com outro livre de leite, contendo albumina sérica bovina (BSA),
afim de reduzir a variabilidade quimica, resolver a questdo da biosseguranca e
tornar o meio menos opaco, obtiveram resultados para as andlises de cinética
inferiores, quando comparados 0s meios entre si, e em relagdo aos resultados
do presente estudo quando comparado os diluidores testados.

Aurich et al. [20], também atestaram a qualidade em manter condi¢cdes
Otimas para inseminacdo em até 24 horas de trés diluentes (Kenney modificado
contendo caseinato e proteina do soro, EquiPro e Andromed-E) e indicaram o
uso de um diluente composto por caseinatos e proteinas do soro para periodos
de refrigeracdo superiores a 24 horas.

Farras et al. [16] encontraram resultados para integridade de membrana
semelhantes ao do presente estudo, ndo apresentando diferenca estatistica
entre 0s grupos em nenhum dos tempos testados. Florez-Rodriguez et al. [19]
notaram haver diferenca entre os diluentes a base de leite desnatado e BSA,
sendo o ultimo inferior para prote¢cdo da membrana plasmatica.

Pagl et al. [15] também ndo notaram diferenca entre diluentes a base de
leite e os quimicamente definidos, entretanto os resultados aqui apresentados
as 24 horas séo cerca de 20% superiores aos deste estudo.

Papa et al. [18] testando dois diluentes comerciais, um a base de leite
desnatado e outro a base de caseinas notou diferenca em favor do diluente a
base de leite apenas no tempo de 24 horas.

Os resultados do teste de fertilidade deste experimento se mostraram
animadores, uma vez que, as taxas de gestacdo das éguas inseminadas com
sémen contendo diluente a base de caseinato foram numericamente superiores
as do grupo controle, apresentando tendéncia estatistica (P=0,0622). A taxa de
fertilidade do grupo caseinato foi semelhante e por vezes superiores as
encontradas por outros autores usando diluentes a base de leite [14,18,21,22].
Tais resultados podem ser explicados devido a interagcdo da caseina com as
HSPs [8,9] e a utilizacdo das caseinas a zona pellcida. Visto que os diluentes
que contém proteinas do leite aumentam a ligacdo dos espermatozoides a ZP

em equinos e bovinos [23].
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5. Concluséo

O uso de caseinato de s6dio demonstrou ser uma alternativa viavel para
substituicdo do leite desnatado, mantendo as caracteristicas de motilidade e
viabilidade esperméticas, durante a refrigeracdo do sémen equino por um
periodo de 24 horas. Os resultados obtidos atraveés do estudo da fertilidade
ratificam o uso do caseinato para refrigeracdo de sémen de garanhdes Bad
Cooler e posterior inseminacao, elevando as taxas de prenhez indicando a sua

eficacia.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O uso da biotecnologia de refrigeracdo de sémen representa um
importante avanco genético para espécie equina, contudo os diluidores a base
de leite em po6 desnatado ndo sdo satisfatorios para se utilizar em todos os
garanhdes, principalmente aqueles que se apresentam pouco resistentes ao
choque frio.

Demonstrar que caseinatos sao efetivamente capazes de promover
protecdo adequada e longevidade as células espermaticas é importante para
alavancar novos estudos. O desenvolvimento e aplicacédo destes diluidores tem
o potencial de garantir trocas genéticas mais faceis e seguras, reduzindo

problemas sanitarios e ampliando as reservas genéticas das racas.



