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RESUMO

SILVA, F. E. EFEITO DA ADICAO DE CASEINATO DE SODIO SOBRE A
VIABILIDADE DO SEMEN BUBALINO CRIOPRESERVADO. Botucatu — SP.
2019. 42p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

O uso do sémen refrigerado proporciona maiores taxas de prenhez se comparado
ao do sémen congelado. Essa diferenca parece estar relacionada as les6es mais
severas das membranas espermaticas desencadeadas pelo processo de
congelacdo. Por sua habilidade de se ligar as proteinas ligadoras de
espermatozoides e ao ion calcio, o caseinato de sodio vem sendo estudado como
uma substancia capaz de inibir a capacitacdo espermética precoce, uma
importante causa de diminuicdo da taxa de prenhez quando do uso de sémen
congelado. O primeiro objetivo deste estudo foi avaliar a possibilidade de um
diluente comercial a base de gema de ovo, destinado a congelacdo de sémen
bovino, ser empregado para a criopreservacdo de sémen bubalino; o segundo
objetivo foi investigar o efeito do uso desse diluente, suplementado com caseinato
de sobdio, na criopreservacdo de espermatozoides bubalinos, por meio da
avaliacdo dos espermatozoides, por citometria de fluxo, e da cinética espermatica,
empregando-se o sistema CASA. Na primeira parte do estudo, quando
comparados os resultados das avaliagBes da cinética espermética e integridade
das membranas plasméatica e acrossomal, observou-se que 0 processo de
congelacdo seminal promoveu mais danos celulares que o processo de
refrigeracdo. Na segunda parte do estudo, ndo foram observados efeitos da
adicdo do caseinato de sodio ao diluente a base de gema de ovo. A partir dos
resultados do presente estudo foi possivel concluir que o diluente a base de gema
de ovo testado foi adequado para a criopreservacdo de sémen bubalino e que a
adicdo do caseinato de sodio ndo diminuiu os efeitos deletérios relacionados a

criopreservacao seminal.

Palavras-chave: Bufalo, Espermatozoide, BSP, Caseina, Criopreservacao.



ABSTRACT

SILVA, F. E. EFFECT OF ADDITION THE SODIUM CASEINATE ON THE
VIABILITY OF CRIOPRESERVED BUBALINE SEMEN. Botucatu — SP. 2019. 42.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

The use of cooled semen results in higher pregnancy rates compared than the use
of frozen semen. This result seems to be related to the more severe damages
triggered by the freezing process, when compared to those observed during the
refrigeration. Due to its ability to bind to sperm-binding proteins and calcium ions,
sodium caseinate has been studied as a ubstance capable to prevent early sperm
capacitation, a major cause of decreased pregnancy rate after using frozen semen.
The first objective of this study was to evaluate if a commercial egg yolk diluent
developed for freezing bovine semen could be used for buffalo semen
cryopreservation; the second objective was to investigate the effect of this diluent,
added with sodium caseinate, during the procedures of buffalo sperm
cryopreservation, using flow cytometry and computer-assisted sperm analysis. In
the first part of the study, comparing the results of spermatic kinetics and plasma
and acrosomal membranes integrity, it was observed that the freezing process
resulted in more cell damage than the cooling process. In the second part of the
study, no effects of the addition of sodium caseinate to the egg yolk diluent were
observed. From the results of the present study it was possible to conclude that the
egg yolk-based diluent was suitable for buffalo semen cryopreservation and that
the addition of sodium caseinate did not decrease the deleterious effects related to

seminal cryopreservation.

Keywords: Buffalo, Sperm, BSP, Casein, Criopreservation.



1. INTRODUCAO

Ha uma estimativa de que o rebanho brasileiro tenha em torno de 1,35 milh&o
de bubalinos; a maior parte do rebanho localiza-se na regido Norte, sendo o Para
o0 estado com a maior populacdo (491,290 mil), seguida pela regido nordeste e
sudeste (MAPA, 2017). Frente ao aumento da busca por produtos de origem
bubalina, como carne, leite e seus derivados, as biotécnicas da reproducdo
eficientes sdo ferramentas importantes e que devem ser empregadas a fim de
acelerar a qualidade genética e aumentar a eficiéncia reprodutiva do rebanho.

O manejo reprodutivo tradicional dos budfalos é a monta natural durante a
estacdo de monta, que ocorre durante o periodo do ano que tem fotoperiodo
negativo (estacao favoravel) (ZICARELLI, 1990), ou seja, quando ha o decréscimo
progressivo do numero de horas de luz diarias. Esse fenbmeno s6 é observado
nos locais onde ha essa variagdo na luminosidade, nas diferentes épocas do ano
(regides mais distantes da linha do Equador). A monta natural, contudo,
proporciona uma baixa velocidade no melhoramento genético.

A inseminacdo artificial é a biotécnica de maior impacto no melhoramento
genético para as espécies agropecudrias, apresentando como vantagens o
controle da transmissdo de doencas infectocontagiosas, controle zootécnico,
racionalizacdo do manejo reprodutivo, incremento do melhoramento genético e da
producdo animal, entre outras (GONCALVES et al., 2008).

Para que seja obtida uma boa taxa de gestacdo, pés-inseminacao artificial, o
sémen deve possuir excelente capacidade fertilizante, independente do seu uso, a
fresco, refrigerado ou congelado (BRITO, 2014).

No entanto, um dos objetivos do desenvolvimento da biotecnologia € aumentar
a produtividade do rebanho, sendo assim, algumas biotécnicas utilizadas em
bovinos também vém sendo utilizadas em bubalinos (BRITO, 2014).

Ao utilizar o diluidor Botu-Bov®, Almeida (2018) avaliou a taxa de concepcéo
do sémen bubalino refrigerado por 24 horas ou congelado. As inseminag¢fes foram
realizadas em programas de inseminagéao artificial em tempo fixo (IATF) durante
as estacOes reprodutivas, favoravel e desfavoravel. Maiores taxas de prenhez

foram obtidas, independente da estacdo, com o emprego do sémen refrigerado.



Com base no exposto, nota-se a necessidade de pesquisas envolvendo
substancias que possuam a capacidade de manter a integridade das membranas

celulares e altos valores de motilidade espermaticas na espécie bubalina.

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi investigar se o diluente comercial de congelacao
desenvolvido para bovinos é eficaz para a criopreservacdo de sémen bubalino, e
investigar o feito da adicdo de caseinato de sodio a esse diluente na resposta dos

espermatozoides bubalinos aos processos de criopreservagdo seminal.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O espermatozoide

A espermatogénese é um processo que ocorre no interior dos tubulos
seminiferos e compreende 3 etapas: a proliferacdo (espermatocitogénese),
multiplicacdo (meiose) e transformacdo de espermatides em espermatozoides
(espermiogénese) (GARNER; HAFEZ, 2004).

ApOs esses processos, 0s espermatozoides sdo maturados e armazenados,
na cabeca e cauda do epididimo, respectivamente (SETCHELL, 1993). Os
espermatozoides desenvolvidos possuem cabeca, contendo o nucleo, peca
intermediaria e cauda que € responsavel pela motilidade (GARNER; HAFEZ,
2004).

A cabeca, recoberta por uma estrutura chamada acrossomo, tem funcéo de
armazenar o material genético; a cauda que possui funcéo de propiciar motilidade
ao espermatozioide, é dividida em colo, peca intermediéria, peca principal e peca
terminal, sendo essas estruturas recobertas pela membrana citoplasmatica
(REICHENBACH; MORAES, 2008).

O colo é a porcao entre a cabeca e a peca intermediaria; a peca

intermediéria, revestida por uma bainha mitocondrial, € responsavel por fornecer



energia necessaria para a movimentacdo; a peca principal armazena ATP
(REICHENBACH; MORAES, 2008).

3.2. Membrana plasmatica

O espermatozoide € envolto pela membrana plasmatica, composta por
lipideos, proteinas e carboidratos (Figura 1); devido sua permeabilidade seletiva a
membrana, além de outras funcdes, mantem a estabilidade da concentracdo de
ions e outros elementos nos meios extracelular e intracelular (ALMEIDA, 2006;
BRANDAO, 2008).

A membrana € uma camada bilaminar de fosfolipidios que possuem sua
extremidade hidrofilica voltada para o meio extracelular ou intracelular, e a
extremidade hidrofébica, voltada para o interior da bicamada (OLIVEIRA, 2007).

Presente na estrutura molecular da membrana, o colesterol auxilia na sua
estabilizacdo e quando removido leva a uma desestabilizacdo dessa bicamada. A
concentracdo de colesterol da membrana estd relacionada a resisténcia ao
choque frio; quanto maior a concentracdo de colesterol, maior a resisténcia ao
choque (WALES; WHITE, 1959).

Espécies com niveis elevados de colesterol possuem maior resisténcia ao
choque frio, podendo até mesmo evitar a fase de transicdo dos fosfolipidios de
suas membranas celulares, limitando-as a um estado fluido intermediario
(HARTWIG; PAPA; DELL’AQUA JR, 2012).

O transporte de substéncias entre o meio extra e intracelular pode ser
realizado através de canais proteicos ou por meio de mecanismos transportadores
presentes na membrana (HOOGEWIJS, 2010).
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FIGURA 1. Esquema de membrana plasmética
Fonte: Adaptado de: https://biology4isc.weebly.com/cell-membranes.html

3.3. Plasma seminal

E um conjunto de fluidos secretados pelos testiculos, epididimos e
glandulas sexuais acessorias, responsaveis por varias funcdes espermaticas até
que ocorra a fecundagéo (KARESKOSKI e KATILA, 2008).

Essas fungdes relacionam-se ao controle do metabolismo espermatico até o
momento da fecundacéao, controle microbiolégico, desencadeamento da motilidade
espermética, neutralizacdo de metabdlitos téxicos, capacitacdo espermatica e
inflamacgé&o uterina pos-cobertura (GUASTI; MONTEIRO; PAPA, 2012).

Os bovinos possuem maior quantidade de colesterol no plasma seminal
(PS), quando comparados com bufalos, sendo assim, a criopreservacao do sémen
bubalino pode ser afetada negativamente, considerando que o colesterol presente
no plasma seminal atua como fonte de colesterol para a membrana plasmatica,
auxiliando na sua integridade (HENRY et al., 2017).



A remocéo do PS por meio da centrifugagdo do sémen ou pela sua filtracdo
em budfalos ndo resultou em melhores resultados de cinética espermatica e néo
reduziu a porcentagem de danos as membranas plasmatica e acrossomal durante
0 processo de congelacdo, dessa forma, supfe-se, portanto, que nessa espécie
ndo h& necessidade da retrada do PS para congelacdo de sémen
(ALBUQUERQUE et al, 2017).

3.4. Danos da criopreservacgédo sobre a viabilidade espermatica

A criopreservacdo pode causar danos a membrana plasmatica, que
acarrretam na perda da sua integridade, diminuindo dessa forma a capacidade da
célula em realizar suas funcdes biologicas (PAPA et al, 2000).

Os processos de refrigeracdo e congelacdo devem ser realizados levando-
se em consideracdo as particularidades da membrana espermética e dos
constituintes do plasma seminal de cada espécie (BRITO, 2014). Para tanto se faz
necessario o desenvolvimento de diluidores com osmolaridade e pH especificos,
que possuam acédo bacteriostética e que fornecam nutricdo e protecao adequada
ao espermatozoide durante a refrigeracao ou congelacao (HOLT, 2000)

Durante a congelacéo e descongelacao, a célula passa por 2 temperaturas
criticas, entre -15 e -60°C. Espera-se que pelo menos 50% dos espermatozoides
sobrevivam durante esse processo. Entretanto, esse percentual é variavel
dependendo da qualidade do ejaculado, curva de congelacao, diluente utilizado,
envase e da curva de descongelacao (OHASHI; BARUSELLLI, 2008).

O processo de criopreservacdo deve ser realizado sob uma determinada
taxa de resfriamento, espécie especifica, que evite a desidratacdo celular
excessiva (taxa muito lenta) ou formacgéo intracelular de cristais de gelo (taxa
muito rapida) (MAZUR, 1972). O ideal para bubalinos é que inicialmente a
temperatura diminua entre 0,3 a 0,5°C/min até atingir 4°C. Esse periodo é
chamado de tempo de equilibrio e tem duracdo de 4 horas (OHASHI;
BARUSELLLI, 2008). Apos o tempo de equilibrio, o sémen é colocado sobre vapor
de nitrogénio liquido durante 20 minutos, sendo posteriormente submerso no

nitrogénio e armazenado em container criogénico (OHASHI; BARUSELLLI, 2008).



A inseminacgédo artificial € realizada predominantemente empregando-se o
sémen congelado. Contudo, como a congelacdo envolve uma série de processos
potencialmente deletérios ao sémen, tais como a formacao de radicais livres e a
formacao de cristais de gelo (SOUZA; FERREIRA, 2007; WATSON, 2000), uma
nova alternativa ao uso do sémen congelado em programas de IATF em bovinos é
o emprego do sémen refrigerado com ou sem glicerol. Em um estudo controlado,
no qual se empregou o diluente Botu-Bov® para processar o sémen de touros
Nelore, observou-se que a taxa de concepgédo (TC) em vacas inseminadas foi
significativamente maior com o emprego do sémen refrigerado por 24 horas com
Botu-Bov® com glicerol (TC= 51%), quando comparada com a do sémen
refrigerado sem glicerol (TC= 44%) ou congelado com glicerol (TC= 41%) (PAPA
et al., 2015).

Um importante fenbmeno observado durante a criopreservacdo € a
criocapacitacdo, um processo semelhante a capacitacdo espermatica, resultante
das alteracdes ocorridas na membrana plasmatica e que pode comprometer a
fertilidade (WATSON, 1995).0 fato do caseinato de sodio melhorar as taxas de
prenhez do sémen bovino poés-descongelacdo (DINIZ, 2017) sugere que essa
substancia interage com os espermatozoides, revertendo ou protegendo estes das
consequéncias deletérias relacionadas a congelacédo, destacando-se entre elas a

criocapacitagéo.

3.5. Meios diluentes utilizados na criopreservacao de sémen

Inicialmente, na década de 40, a criopreservacdo de sémen era realizada com
diluentes a base de gema de ovo, sendo que, logo apds, na década de 50, foram
realizados estudos com diluentes a base de leite (PHILLIPS; LARDY, 1940;
THACKER; ALMQUIST, 1953).

Os diluidores possuem a funcdo de manter a capacidade fecundante do
ejaculado, por preservar os espermatozoides, além de aumentar o seu volume.
Durante a criopreservacdo, o diluidor proteger as ceélulas dos possiveis danos
relacionados a esse processo. Os principais constituintes dos diluidores sao agua,
substancia tampdo, componentes organicos, energéticos, antibidticos e
crioprotetores (MANJUNATH, et al, 2002, OHASHI; BARUSELLI, 2008).



Os crioprotetores sao classificados como intracelulares ou extracelulares,
sendo o glicerol um importante crioprotetor intracelular utilizado com bons
resultados para criopreservacdo de sémen bovino. Uma importante funcdo do
glicerol é diminuir a formacéo de cristais de gelo intracelulares (ALVARENGA et al,
2017; PAPA et al, 2015).

A concentracdo de glicerol nos diluentes para criopreservacdo de sémen de
bafalos ja foi estudada por varios autores e os melhores resultados de motilidade
pés-descongelacdo e integridade de membrana plasmatica ou acrossomal sao
obtidos quando esta varia entre 5 e 7% (Jainedeen e Das, 1982; Ramakrishnan e
ARIff, 1994; Nastri et al., 1994; Abbas e Andrabi, 2002)

Em bubalinos, na busca por melhores resultados poés-inseminacdo varios
estudos vém sendo realizados com o intuito de desenvolver novos diluidores de

refrigeracao e/ou congelagéo seminais (ALMEIDA, 2018).

3.6. Funcdes do caseinato de sodio

As caseinas, que constituem cerca de 80% das proteinas presentes no leite
bovino, sdo encontradas agrupadas na forma de micelas (Figura 2); na parte
externa da micela estdo as k-caseina e na parte central estdo as as, ay, B e fosfato
de célcio coloidal ( DE KRUIF; HOLT, 2003; DALGEISH, 2011; FOX; BRODKORB,
2008).
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FIGURA 2. Micela de caseina
Fonte: Adaptado de: http://mauxikgc.blogspot.com/2015/09/proteinas-de-la-

leche.html.



As proteinas ligadoras de espermatozoides (BSPs) sdo proteinas
encontradas em varias espécies de mamiferos; apds a puberdade, dependendo
da espécie, as BSPs sdo secretadas pelas vesiculas seminais, ampola dos
tubulos seminiferos e/ou epididimos (PLANTE et al., 2016)

As BSPs presentes no plasma seminal sdo extremamente importantes para
0 processo de capacitacdo, uma vez que se ligam aos espermatozoides e auxiliam
nas alteracdes lipidicas da membrana necessérias a capacitacdo (MANJUNATH,
2012). Além de participar da capacitagdo as BSPs também medeiam a formacéo
dos reservatorios espermaticos no trato genital feminino, pois interagem com as
células epiteliais da tuba auxiliando a ligacdo dos espermatozoides a esses sitios
(GWATHMEY et al., 2003, 2006). Contudo, quando as células espermaticas sao
expostas continuamente as BSP ocorrem também lesdes de membrana devido a
remocao excessiva de lipidios (MANJUNATH, 2012). Sendo assim parece existir
um delicado equilibrio entre o grau de interacdo das BSPs as células espermaticas
e a capacidade fecundante do sémen.

Assim como a lipoproteina de baixa densidade (LDL), o caseinato de sédio
interage com as BSPs (FIGURA 2) e medeia a ligagdo destas com a membrana
espermatica, evitando, contudo que estas desencadeiem o0 processo de
capacitacao imediatamente apos a inseminacdo sem, contudo, impedir que outros
fatores desencadeiem esse processo quando da ocorréncia da ovulagao
(BERGERON et al., 2007).

Adicionalmente, o caseinato de sodio também sequestra fons de Ca*? o
que também contribui para que a capacitacdo espermatica seja retardada
(BATELLIER, 1997; COUTINHO DA SILVA, et al., 2012). Com a capacitacdo
retardada o tempo de vida util dos espermatozoides no trato genital feminino é
maior, aumentando dessa forma a probabilidade de melhores taxas de gestacao.
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4. HIPOTESE

A hipétese deste estudo é que o emprego do diluente de congelacéo a base
de gema de ovo contendo 2% de caseinato de sédio nos procedimentos de
refrigeracdo e congelacgéo ir4 propiciar o incremento das variaveis relacionadas a
motilidade espermatica no sémen bubalino pos-refrigeracdo ou poés-

descongelacao.
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Resumo

O objetivo do estudo foi investigar o efeito da adicdo do caseinato de sédio ao diluente de
congelacdo na resposta dos espermatozoides bubalinos aos processos de refrigeracdo ou congelagéo.
As amostras seminais foram obtidas por meio de vagina artificial e avaliadas quanto a motilidade
total, vigor, concentraco e morfologia espermatica. A seguir o ejaculado foi fracionado, dividido e
submetido aos seguintes tratamentos: controle, controle refrigerado 24 horas e 48 horas, controle
congelado (todos diluidos com diluente de congelagéo a base de gema de ovo); tratamento caseinato
controle, caseinato refrigerado por 24 e 48 horas, e caseinato congelado (todos diluidos com
diluente de congelacdo a base de gema de ovo com 2% de caseinato de s6dio). As amostras dos
tratamentos controle refrigerado e caseinato refrigerado foram refrigeradas passivamente durante 24
e 48 h até 5°C em uma taxa de 0,5°C/min. As amostras dos tratamentos controle congelado e
caseinato congelado foram congeladas de modo convencional para bovinos. Apds descongelacdo
foram realizadas analises utilizando o CASA para analise da cinética espermatica (motilidade total,
motilidade progressiva e porcentagem de espermatozoides com movimentos rapidos), e citometria
de fluxo para andlise das caracteristicas morfofuncionais. No experimento 1, as amostras
congeladas apresentaram resultados de cinética e integridade de membrana plasmatica e acrossomal
inferiores em relagdo aos momentos fresco e refrigerado. Nao houve diferenca estatistica entre os

tratamentos do experimento 2 nos diferentes momentos para cinética espermatica caracteristicas
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morfofuncionais. Exceto na avaliagdo p6s TTL. A partir dos resultados do presente estudo foi
possivel concluir que o diluente a base de gema de ovo foi adequado para a criopreservacao de
sémen bubalino e que a adicdo do caseinato de sédio ndo diminuiu os efeitos deletérios relacionados
a criopreservacao seminal.

Palavras-chave: Bufalo, Espermatozoide, BSP, Caseina, Criopreservacao.

Introducéo

A inseminacdo artificial é realizada predominantemente utilizando sémen congelado;
contudo, a congelagdo envolve uma série de processos potencialmente deletérios ao sémen, tais
como a formac&o de radicais livres e de cristais de gelo (SOUZA; FERREIRA, 2007; WATSON,
2000).

Uma nova alternativa ao uso do sémen congelado em programas de inseminacéo artificial
em tempo fixo (IATF) em bovinos é o uso deste apenas refrigerado com ou sem glicerol. Em estudo
utilizando apenas o diluente Botu-Bov® para processar sémen de touros Nelore, observou-se que a
taxa de concepgdo em vacas inseminadas foi significativamente maior com o uso do sémen
refrigerado por 24 horas com o diluidor contendo glicerol, quando comparado com o refrigerado
igual tempo com diluido sem glicerol ou congelado com glicerol (respectivamente 51%, 44%, 41%)
(PAPA et al, 2015). Semelhante ao observado em bovinos, em bubalinos, maiores taxas de prenhez
sdo obtidas quando se utiliza o sémen refrigerado com Botu-Bov® contendo glicerol, quando
comparado com as taxas obtidas como o sémen congelado com esse mesmo diluente (ALMEIDA,
2018).

A razdo do sémen criopreservado apresentar menor taxa de fertilidade quando comparado
ao sémen refrigerado, relaciona-se a maior taxa de danos e alteragBes celulares infligida aos

espermatozoides pelo processo de congelagcdo (WATSON, 2000).

A adicdo de caseinato de sédio ao diluidor de congelacdo seminal melhora a taxa de
prenhez do sémen bovino pés-descongelacdo, sugerindo que essa substdncia interage com o0s
espermatozoides, revertendo ou protegendo estes das consequéncias deletérias relacionadas a
congelacdo. Uma importante agdo do caseinato de sodio é sequestrar fons Ca** e interagir com as
proteinas ligadoras de espermatozoide (BSPs) impedindo a capacitagdo espermaética precoce, uma
consequéncia deletéria relacionada & congelagdo (DINIZ, 2017). Contudo, por ndo impedir

totalmente que as BSP sejam incorporadas & membrana espermatica, a adi¢do do caseinato de sodio
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possibilita também que os espermatozoides se liguem de modo eficiente as células do oviduto,

formando assim um bom reservatério espermatico.

Em um estudo de campo obteve-se maior taxa de prenhez p6s-IATF empregando-se sémen
congelado com diluidor Botu-Bov® quando este continha 2% de caseinato de sodio (50,10% x
43,33%); também foram observados maiores valores de motilidade espermatica, taxa de
recuperacao embrionaria e taxa de prenhez (DINIZ, 2017).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar se o diluente de congelacdo bovino a base
de gema de ovo é eficaz para a criopreservacdo de sémen bubalino. Adicionalmente, investigou-se
também o efeito da adicdo do caseinato de sodio a esse diluidor, quando este foi empregado nos

processos de criopreservacdo espermatica.

Material e métodos

Aspectos éticos

O projeto foi realizado de acordo com os preceitos éticos recomendados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (CONCEA\) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Institui¢do (protocolo 0166/2018).

Animais

Foram utilizados 9 animais, da raga Murrah (Bubalus bubalis) com idade entre 2 e 10 anos.
Apds a coleta, o sémen, obtido por meio de vagina artificial, foi avaliado quanto a motilidade total,
vigor e concentragdo espermaticas. Adicionalmente, foi realizada avaliagdo morfologica utilizando-
se preparacOes espermaticas Umidas avaliadas sob microscopia de contraste de fase. Foram
considerados aceitos ejaculados com no minimo 80% de motilidade, vigor 3 (escala 0-5),
concentracdo espermatica acima 2 bilhdes/ejaculado, defeitos maiores abaixo de 20% e menores

abaixo de 10%.

Experimento 1 (n=9 ejaculados)

As amostras seminais foram inicialmente diluidas com meio comercial de congelacdo de

sémen bovino a base de gema de ovo (Botu-Bov®, Botupharma, Botucatu/Brasil), envasadas em

palhetas de 0,25 mL (IMV Tecnologias, L’Aigle Cedex, Franca), na concentragio de 30x10°
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espermatozoides/mL e mantidas em caixa térmica de poliestireno na temperatura de 12°C durante 3
horas. Apds esse periodo, uma palheta era aquecida a 37°C durante 5 min e avaliada, sendo 0s

resultados dessas avaliacdes considerados como o controle do estudo.

Apoés as avaliagOes iniciais as palhetas restantes foram destinadas a um dos seguintes

tratamentos:
Refrigerado 24 horas: Palhetas refrigeradas por 24 horas a 5°C;
Refrigerado 48 horas: Palhetas refrigeradas por 48 horas a 5°C;

Congelado: Palhetas congeladas.

Experimento 2 (n=12 ejaculados)

As amostras seminais foram divididas em duas aliquotas, sendo uma delas diluida com
meio comercial de congelagdo de sémen bovino a base de gema de ovo (Botu-Bov®, Botupharmam,
Botucatu/Brasil) e a outra diluida com 0 mesmo meio adicionado com 2% de caseinato de sddio. A
sequir foram envasadas em palhetas de 0,25 mL (IMV Tecnologias, L’Aigle Cedex, Franga), na
concentracdo de 30x10° espermatozoides/mL e mantidas em caixa térmica de poliestireno na
temperatura de 12°C durante 3 horas. Ap6s esse periodo, uma palheta de cada meio diluidor era
aquecida a 37°C durante 5 min e avaliada, sendo os resultados dessas avaliagdes considerados como

os controles do estudo.
Refrigerado 24 horas: Palhetas refrigeradas por 24 horas;
Refrigerado 48 horas: Palhetas refrigeradas por 48 horas;
Congelado: Palhetas congeladas;
Caseinato refrigerado 24 horas: Palhetas refrigeradas por 24 horas;
Caseinato refrigerado 48 horas: Palhetas refrigeradas por 48 horas;
Caseinato congelado: Palhetas congeladas.

Nos dois experimentos as amostras seminais dos tratamentos controle, refrigerado e
caseinato refrigerado foram resfriadas em caixa de resfriamento passivo (Botu-Flex® - Botupharma

Ltda., Botucatu, S&o Paulo, Brasil), a uma taxa de refrigeracdo de 0,5°C/min até 5°C.



126
127
128
129
130
131
132
133
134

135
136
137

138
139

140

141
142
143
144
145

146
147
148

149
150
151

152
153

154
155
156

157

20

As amostras dos tratamentos, congelado e caseinato congelado foram processada da
seguinte forma: apds serem envasadas em palhetas francesas de 0,25 mL, foi realizado o
resfriamento inicial automatizado (MiniTub®: Minitub do Brasil Ltda., Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil) a uma taxa de 3°C/min até 5°C, permanecendo nesse ambiente por quatro horas.
Posteriormente as palhetas foram transferidas para uma caixa isotérmica de poliestireno com
capacidade para 45 litros contendo uma lamina de 3,5 cm de nitrogénio liquido no seu fundo, onde
permaneceram a 3 cm acima do nivel da superficie do nitrogénio liquido durante 20 min; apds esse
periodo as palhetas foram imersas no nitrogénio liquido e armazenadas em container criogénico a -
196°C (ZORZETTO, 2013).

Para realizacdo do teste de termo resisténcia lento (TTL), as amostras dos tratamentos
controle congelado e caseinato congelado apds descongeladas, permaneceram por 2 horas no

banho-maria 37°C.

Analise seminal
1. Cinética espermatica

Para a avaliagdo dos efeitos dos tratamentos controle refrigerado e caseinato refrigerado, as
amostras foram depositadas em um tubo plastico de 1,5 mL pré-aquecido a 37°C, onde
permaneceram por 10 minutos, sendo em seguida avaliadas quanto a cinética espermética em 5
campos aleatérios, analise espermatica computadorizada (CASA - Computer-assisted Sperm
Analysis, HTM-IVOS 12, Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA)].

Para avaliacdo dos efeitos dos tratamentos controle congelado e caseinato congelado, as
amostras foram descongeladas a 37°C/30 seg, sendo a seguir avaliadas do mesmo modo descrito

para as amostras refrigeradas.

As amostras do tratamento TTL, depois de descongeladas, as amostras permaneceram
durante 2 horas no banho-maria e foram analisadas apds esse periodo da mesma forma descrita

anteriormente.

As variaveis analisadas pelo CASA foram: motilidade total (MT, %), motilidade

progressiva (MP, %), espermatozoides com movimentos rapidos (RAP, %).

Para todos os tratamentos a concentracdo espermética final foi fixada em 30x10°
espermatozoides/mL; as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL (IMV Tecnologias,
L’Aigle Cedex, Franca).
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2. Citometria de fluxo

As avaliagbes foram realizadas nos mesmos momentos das avaliagbes de cinética
espermatica para todos os tratamentos, exceto para 0s tratamentos controle e refrigerados do

experimento 2.

2.1. Integridade de membranas plasmética e acrossomal

A avaliacdo da integridade das membranas plasmatica e acrossomal das células, realizadas
nas amostras dos tratamentos controle, refrigerado e congelado do experimento 1, e nas amostras do
tratamento congelado do experimento 2, foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se o
equipamento BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com
lasers de excitacdo: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissdo 530/30 nm e 695/40 nm; vermelho
640 nm, 40 mW com filtro 660/20 nm; e o violeta 405 nm, 100 mW, com o filtro 450/50 nm.

No minimo 10.000 células por amostra foram analisadas e os dados avaliados pelo software
BD FACSDiva™ software v 6.1. Assim as amostras foram diluidas em TALP-PVA (Parrish et
al.,1988) modificado: 100 mM NaCl, 3,1 mM KClI, 25,0 mM NaHCOs;, 0,3 mM NaH,PO,, 21,6 mM
DL-lactato de sodio 60%,2,0 mM CaCl,, 0,4 mM MgCI2, 10,0 mM Hepes-livre de &cido, 1,0 mM
piruvato de sddio, 1,0 mg/mL alcool polivinil-PVA e 25ug/mL gentamicina) na concentracdo de 5 x

10° espermatozoides/mL.

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e acrossomal foi utilizada a
associacdo de Hoechst 33342 (H342), iodeto de propidio (PI) e FITC-PSA (aglutinina de Pisum
sativum conjugada ao isotiocianato de fluoresceina) de acordo com Freitas-Dell’ Aqua (2012). Para
tanto, em uma amostra de 200 puL de sémen diluido foram adicionados 7 uM de H342, 1,5 uM de PI

e 2 ng de FITC-PSA, sendo esta incubada durante 5 min a 37°C ao abrigo da luz.

2.2. Potencial mitocondrial e superéxido

Para avaliagdo do potencial mitocondrial e producdo de superdxido (O,) na matriz
mitocondrial, foi utilizada a associacdo de Hoechst 33342, Yopro (YP; marcacgdo para célula com
membrana plasmatica desestabilizada), MitoStatus Red (MST; potencial mitocondrial) e
MitoSOXTM Red (MSR; geracdo de anion superdxido na matriz mitocondrial) de acordo com
protocolo ja descrito (DINIZ, 2017). Para tanto, em uma amostra de 500 pL de sémen diluido foram
adicionados 7 UM Hoechst 33342, 25 nM YP, 20 uM de MST e 2 uM de MSR, sendo esta incubada
a 37°C por 20 minutos.
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2.3. Perdxido de hidrogénio

Para a avaliacdo da producédo de perdxido de hidrogénio (H,O,) intracelular utilizou-se CM-
H2DCFDA (C6827, Life Technologies) associado a iodeto de propidio. Para tanto, em 500 uL de
sémen diluido foram adicionados 1,5 UM de iodeto de propidio e 1 uM de CM-H2DCFDA, a
incubacéo foi realizada por 20 min a 37°C.

2.4. Peroxidacao lipidica

Para avaliacdo de peroxidacdo lipidica foi utilizada a probe C11-BODYPY (D-3861,;
Molecular Probes). Para tanto, em uma amostra de 500 uL de sémen diluido foram adicionados 0,5
pL de C11BODIPY581/591 (1mg/mL), SuL de IP (50pg/mL), 5 pL de H342 (100pug/mL) e
incubadas por 30 minutos a 37° C. Apds a incubacdo, foram realizadas 2 lavagens consecutivas por
centrifugacéo a 300g por 5 minutos com TALP-PVA e o pellet ressuspendido em 300uL de TALP-
PVA (GUASTI et al., 2012).

Analise estatistica

Em todas as analises foi empregado o programa SigmaPlot 11.0. Quando foram comparados
dois tratamentos, dados com distribuicdo normal foram avaliados pelo teste T. Quando os dados néo
apresentavam distribuicdo normal foi empregado o teste ndo paramétrico Mann Whitney. Para a
comparagdo de trés ou mais tratamentos empregou-se ANOVA, para dados de distribuicdo normal,

e o teste de Kruskal Wallis, quando a normalidade nédo foi observada.

Para a expressdo dos resultados foi empregada a média e 0 EPM (erro padrdo da média),

sendo consideradas diferencas estatisticas quando P<0,05.

Resultados

Experimento 1

Os resultados relacionados a cinética espermatica estdo apresentados na tabela 1. Quando
considerado os valores de MT, MP e RAP, ndo houve diferenca entre os tratamentos controle e

refrigerado 24h, contudo, o congelado apresentou resultados inferiores para todos os parametros de
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cinética em relagdo aos tratamentos controle e refrigerado 24h. O tratamento refrigerado 48h
apresentou valores similares ao refrigerado 24h em todos os parametros, enquanto que em relacéo

ao congelado houve similaridade entre MT e RAP.

Tabela 1. Valores médios + EPM da cinética espermatica de ejaculados de touros bubalinos da raca
Murrah (Bubalus bubalis) diluidos em meio de congelacdo a base de gema de ovo e submetidos a
refrigeracéo por 24 ou 48 horas, ou a congelagdo (n=9).

CONTROLE 24horas 48horas CONGELADO
MT (%) 85+1,7° 83 + 3,0° 74 +5,0% 43+7,0°
MP (%) 71+19 66 + 3,3% 56 + 4,1 35+ 5,6°
RAP (%) 84 +1,8° 81+ 2,6° 72 +53% 40+6,7°

MT= motilidade Total, MP= motilidade progressiva, RAP= porcentagem de espermatozoides com

movimento rapido. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Os resultados relacionados as caracteristicas morfofuncionais estdo apresentados nas
tabelas 2 e 3.

Em relacdo a concentragdo de anion superoxido (O2°) nos tratamentos controle e 24h, os
valores foram menores quando comparados com o0s observados no tratamento congelado. Os
valores de peroxidacdo lipidica (PERO) ndo diferiram entre os tratamentos controle e refrigerado, e
entre os tratamentos refrigerado e congelado, porém, diferiram quando comparado os tratamentos
controle e congelado. Houve diferenca nas concentracdes de H,O, entre os tratamentos 48H e

congelado.

Tabela 2. Valores médios + EPM das variaveis espermaticas morfofuncionais relacionadas ao
estresse oxidativo avaliadas por citometria de fluxo de ejaculados de touros bubalinos da raca
Murrah (Bubalus bubalis) diluidos em meio de congelacdo a base de gema de ovo e submetidos a

refrigeracéo por 24 ou 48 horas, ou a congelagéo (n = 9).

CONTROLE 24horas 48horas CONGELADO
02 (%) 21,8 +2,10° 28,3 + 3,20® 39,1 + 5,80 70,1 + 6,50°
02 (UA) 106 + 22,00° 181 + 49,00 356 + 123,00® 940 + 209,50°
PERO (%) 25+0,7° 7,4 +2,29% 5,9+ 1,66% 19,6 + 4,63°
H,0, (UA) 65 + 17,0® 60 + 8,90 70,1 +9,30° 39,1 + 3,60°

O, (%)= Porcentagem de células com alta concentragdo de &nion superdxido, O, (UA)=

concentracdo de anion superéxido na amostra total, PERO (%)= Porcentagem de células com
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peroxidacdo lipidica, H,O, (UA)= concentracéo de peroxido de hidrogénio nas células totais. Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

As varidveis, membranas plasmatica e acrossomal integras (MPAI) e células sem
desestabilizagdo de membrana (CSDM) apresentaram-se superiores nos tratamento controle e
refrigerado 24, enquanto que a variavel alto potencial mitocondrial (APM) foi superior no
tratamento controle em relac@o aos demais tratamentos. O tratamento congelado apresentou valores
inferiores de MPAI, CSDM e alto potencial mitocondrial (APM) quando comparado com 0s

demais.

Tabela 3. Valores médios + EPM das variaveis espermaticas morfofuncionais relacionadas as
membranas espermatica e ao potencial mitocondrial avaliados por citometria de fluxo de ejaculados
de touros bubalinos da raca Murrah (Bubalus bubalis) diluidos em meio de congelacdo a base de
gema de ovo e submetidos a refrigeracéo por 24 ou 48 horas, ou a congelacéo (n=9).

CONTROLE 24 horas 48 horas CONGELADO
APM (%) 782 +2,1° 75,7 +2,2° 69,2 + 3,3 29,5 +5,6°
MPAI (%) 80,4 + 2,3 78,9 +2,2° 72 322 34,3+6,3°
CSDM (%) 789+1,9° 76,7 £2,3° 70,7 +3,4° 30,8 +5,7°
PM (UA) 12128 + 2025 9775 + 1905° 6784 + 1701* 1689 + 542°*

APM (%)= Porcentagem de células com alto potencial mitocondrial, MPAI (%)= Porcentagem de
células com membrana plasmatica e acrossomal integras, CSDM (%)= Porcentagem de células sem
desestabilizacdo de membrana. PM (UA)= Avaliacdo qualitativa do potencial mitocondrial das
células sem desestabilizacdo de membrana. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (P<0,05).

Experimento 2

Na tabela 4 estdo apresentados os valores relacionados a motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP) e percentual de espermatozoides rapidos (RAP) dos tratamentos, controle,

refrigerado 24h e refrigerado 48h. Néao houve efeito de tratamentos em nenhuma das variaveis.
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Tabela 4. Valores médios + EPM da cinética espermatica de ejaculados de touros bubalinos da raca
Murrah (Bubalus bubalis) diluidos em meio de congelacéo a base de gema de ovo (BB) ou diluidos
em meio de congelacdo a base de gema de ovo com 2% de caseinato de sddio (CA) e submetidos a

refrigeracdo por 24 ou 48 horas (n =12 ).

CONTROLE 24h 48h
CA BB CA BB CA BB
MT (%) 89,2+81 893+81 | 87+41 86%5]1 70,9+9,9 84+53
MP (%) 406+4,1 452+52 | 49+46 52%55 36,8 +7,2 45+58
RAP (%) 63+6,9 69,1+7,2 60+ 8 64 +8,2 46 + 10 54+8,0

MT= motilidade Total, MP= motilidade progressiva, RAP= porcentagem de espermatozoides com
movimento rapido. CONTROLE= sémen diluido com diluente para congelacdo, 24H= 24 horas de
refrigeracdo, 48H= 48 horas de refrigeracdo.

Houve efeito de tratamento para as variaveis de cinética espermatica apos a descongelacéo e

apos teste de termorresisténcia lento. (TTL).

Tabela 5. Valores médios £ EPM da cinética espermatica de ejaculados de touros bubalinos da
ragca Murrah (Bubalus bubalis) diluidos em meio de congelagdo a base de gema de ovo (BB) ou
diluidos em meio de congelacdo a base de gema de ovo com 2% de caseinato de sodio (CA) e

submetidos a congelagdo e TTL (n=12).

MT MP RAP
DESCONG TTL DESCONG TTL DESCONG TTL

CA 457+65" 11+52® | 375+55*  7+38° | 425+6,3" 9+5%

BB 429+ 7 8+48%° | 366+58" 6+x4%® | 414+69" 6,8 + 4%

MT= motilidade total, MP motilidade progressiva, RAP= percentagem de espermatozoides com
movimento rapido. TTL= descongelado e mantido durante 2 horas a 37°C. Letras minUsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferencga estatistica, letras maiusculas diferentes na mesma

linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

N&o houve efeito de tratamento para varidveis morfofuncionais relacionados ao estresse
oxidativo entre os momentos, descongelado e TTL, exceto para O2" % total que foi diferente entre
0s tratamentos CAe BB no TTL.
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Tabela 6. Valores médios + EPM das varidveis esperméticas morfofuncionais relacionadas ao
estresse oxidativo avaliadas por citometria de fluxo de ejaculados de touros bubalinos da raca
Murrah (Bubalus bubalis) diluidos em meio de congelacéo a base de gema de ovo (BB) ou diluidos
em meio de congelacdo a base de gema de ovo com 2% de caseinato de sddio (CA) e submetidos a

congelacdo e TTL(n =12).

DESCONGELADO TTL
CA BB CA BB
02" (%) 77,7+ 4,8° 70,1 £6,1° 79,8 £+ 4° 75,7 £5,1°
02" (UA) 651,5 + 54,7° 801,7 £ 97,3° 649,5+ 47,5° 920,1 + 85,8"
H,0, (UA) 333,3+167,7° 342 + 254,7° 89,4 + 8,3° 86,7 + 13,6°
PERO (%) 245+5,6° 21,3+54° 12,2 +3,3° 24,5 +8,4°

O, (%)= Porcentagem de células com alta concentragdo de anion superéxido, O, (UA)=
concentracdo de anion superéxido na amostra total, PERO (%)= Porcentagem de células com
peroxidacao lipidica, H,O, (UA)= concentracdo de peréxido de hidrogénio nas células totais. Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Na tabela 7 mostram-se os valores relacionados as variaveis de relacionadas a avaliacdo das

membrana espermaticas. Ndo houve efeito de tratamento, exceto para PM (UA) no momento TTL.

Tabela 7. Valores médios =+ EPM das variaveis espermaticas morfofuncionais relacionadas a
membrana espermatica e ao potencial mitocondrial avaliadas por citometria de fluxo em ejaculados
de touros bubalinos da raca Murrah (Bubalus bubalis) diluidos em meio de congelacdo a base de
gema de ovo (BB) ou diluidos em meio de congelagédo a base de gema de ovo com 2% de caseinato

de sddio (CA) e submetidos a congelacdo e TTL(n =12).

DESCONGELADO TTL
CA BB CA BB
APM (%) 19.9+51° 28,5 £5,9° 173+38 23,1£5,2°
MPAI (%) 24+ 56 33,9 + 6,7 20,1 + 3,6° 26 +5,7°
CSDM (%) 91,4 + 2,86 87,8 + 3,5 91 +3,3 88,1 + 3,7°
PM (UA) 1257,7 £702,2°  1222,7+5424* | 509,6+26,8*  549,6275

APM (%)= Porcentagem de células com alto potencial mitocondrial, MPAI (%)= Porcentagem de
células com membrana plasmaética e acrossomal integras, CSDM (%)= Porcentagem de células sem
desestabilizagdo de membrana. PM (UA)= Avaliacdo qualitativa do potencial mitocondrial das
células sem desestabilizacdo de membrana. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (P<0,05).
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Discussao

De maneira geral, os valores de motilidade total, motilidade progressiva e porcentagem de
espermatozoides com movimentos rapidos foram superiores nos tratamentos controle e refrigerado
qguando comparados aos tratamento congelado, independentemente do diluente utilizado. Essa
observacdo pode estar relacionada ao fato de que o sémen criopreservado apresentar menor taxa de
fertilidade, devido danos e alteragBes causados durante o processo de congelacdo (WATSON,
2000).

Os diluentes devem possuir osmolaridade e pH especificos (HOLT, 2000) para a espécie em
que serdo utilizados, para que realizem suas fungdes. Neste estudo, apesar de ter sido empregado
diluente para congelagdo de sémen bovino previamente utilizado em outros estudos com resultados
satisfatorios (ALMEIDA, 2018), os baixos resultados de motilidade observados principalmente
apos o TTL, podem estar relacionados a esse fator de especificidade.

Sabe-se que a criopreservacao induz a formacdo de espécies reativas do oxigénio
(WATSON, 2000). Esse fenébmeno pode ter sido o responsavel pela alta concentracdo de O2" ap6s o
TTL, no tratamento em que ndo foi utilizado caseinato de sédio. Esse resultado sugere que o

caseinato de sddio auxilia na protecéo contra o estresse oxidativo durante a criopreservagao.

Os resultados para MT, MP e RAP ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos CA e
BB nos momentos Oh, 24h e 48h, corroborando com os resultados obtidos em experimento prévio

que utilizou o caseinato de sodio em diluente de refrigeracéo de sémen equino (GARCIA, 2016).

Os valores observados para MT, MP e RAP em todos 0s tratamentos empregados nos
momentos pos-descongelacdo e pos-TTL, apresentaram-se semelhantes aos resultados observados
em estudo com sémen bovino congelado. Observou-se valores inferiores no momento T90 em
relagcdo ao momento TO no tratamento onde foi utilizado o caseinato. Entretanto, os resultados dos
tratamentos congelados ndo foram diferentes, assemelhando-se aos valores encontrados no
momento TO (DINIZ, 2017).

Utilizando-se o diluente Botu-Bov® em sémen bovino, comparando as variaveis do sémen
fresco, refrigerado por 24 horas e congelado, ndo se observou diferencas para MT, MP e RAP entre
o0s tratamentos fresco e refrigerado; contudo, houve diferenca entre os resultados desses tratamentos
e 0s observados apds a congelacdo (PAPA et al., 2015). Esses dados corroboram com os
encontrados no tratamento controle, em que os valores para MT, MP e RAP néo diferiram entre os

momentos TO e T24, entre T24 e T48, mas diferem entre fresco, refrigerado e congelado.
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O TTL né&o elevou os valores de MPAI, diferente do observado por Diniz (2017) que
verificou que 90 minutos ap6s o inicio do teste os resultados desta variavel eram superiores no

tratamento com caseinato.

Quando utilizado Botu-Bov® sem a adicéo do caseinato de sodio, para a MPAI, o (nico
tratamento que apresentou diferenca foi o congelado. Resultados similares foram observados em
bovinos (PAPA et al.,2015).

Os valores observados para peroxidacdo lipidica quando utilizou-se Botu-Bov® sem a
adicdo do caseinato de sodio foram semelhantes quando comparados os tratamentos controle,
refrigerado 24h e refrigerado 48h, resultados similares aos observados por Garcia (2016) que
empregando o diluido Botu-Sémen® adicionado com caseinato de sodio, também ndo se observou

diferencas entre 0s momentos 0 (zero) e 24 horas apés o inicio da refrigeracéo.

A quantidade de células sem desestabilizacdo de membrana ndo diferiu entre os
tratamentos, congelado CA e congelado BB em nenhum dos momentos de avaliagéo, diferentes do
observado por Diniz (2017), que ao congelar sémen bovino como o diluidor Botu-Bov®, com ou
sem caseinato de sédio, verificou menor porcentagem de espermatozoide sem desestabilizagdo de

membrana empregando o Botu-Bov® sem caseinato.

O glicerol é utilizado nos diluentes devido seu efeito crioprotetor. Foi observado que 6 ou
7% de glicerol sdo concentracBes 6timas para a protecao da célula espermatica durante o processo
de criopreservacdo, quando comparadas a outras concentragfes (ABBAS & ANDRABI, 2012); por

conseguinte, foi empregado diluentes contendo 7% de glicerol no presente estudo.

Empregando o diluidor Botu-Bov®, Almeida (2018) avaliou a taxa de concepgdo do sémen
bubalino refrigerado por 24 horas ou congelado. As inseminagdes foram realizadas em programas
de IATF durante as esta¢Oes reprodutivas, favoravel e desfavoravel. Os maiores resultados de taxa
de prenhez foram obtidos, independente da estacdo, com o emprego do sémen refrigerado. No
periodo favoravel a taxa de concepcéo foi de 57,8% e 31,1% para o0 sémen refrigerado e congelado,
respectivamente. No periodo desfavoravel a taxa de concepcéao para sémen refrigerado foi de 48,2%
e para o congelado foi de 34,6%.

Tanto em bovinos (PAPA et al., 2015) quanto em bubalinos (ALMEIDA, 2018), as maiores
taxas de prenhez sdo obtidas quando se emprega o sémen refrigerado com Botu-Bov® contendo
glicerol, quando comparado com as taxas obtidas como o sémen congelado com esse mesmo

diluente.

Em um estudo de campo, Diniz (2017) obteve maior taxa de prenhez p6s-IATF empregando

sémen congelado com diluidor Botu-Bov® adicionado com 2% de caseinato de sédio (caseinato=
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50,10% x controle= 43,33%), e observou melhores resultados de cinética espermética, taxa de

recuperacao de embrionéria e taxa de prenhez quando o caseinato foi adicionado ao diluidor.

A quantidade de células com membranas plasmatica e acrossomal integras e células sem
desestabilizacdo de membrana foi menor no tratamento congelado, esse fato pode ser devido ao
efluxo de colesterol da membrana que depende do tempo de exposi¢do do espermatozoide a BSP
e da concentracdo desta, quanto maior o tempo de processamento, maior o tempo de exposicdo
causando maiores danos nas membranas e menor quantidade de células sem desestabilizacdo de
membrana (MANJUNATH, 2002).

O uso do caseinato de sddio, durante o TTL ndo resultou em maiores valores das
variaveis relacionadas a estabilizagdo de membrana; no tratamento onde ndo foi adicionado

caseinato de sodio observou-se maior quantidade de células sem desestabilizagdo de membrana.

As amostras dos tratamentos congelado apresentaram maior quantidade de células com
maiores concentracdes de O2" e peroxidacao lipidica do que os outros tratamentos. Sabe-se que o
espermatozoide de bufalos ndo apresenta resultados pés-descongelacdo tdo bons quanto o0s
bovinos e esse valores referentes ao estresse oxidativo podem estar relacionados a menor
quantidade de acido ascérbico, que atua com antioxidante, no sémen do bufalo em relagcdo aos
bovinos (0,091 mol/mL versus 0,131 mol/mL, respectivamente) (JAIN, 1987).

O sémen congelado apresentou valores inferiores para motilidade quando comparado com
0s outros tratamentos, essa dificuldade em apresentar bons resultados p6s-congelacdo pode ser
devido ao colesterol estar presente em menor quantidade no sémen dos bufalos (91,84 a 141,88
mg/100mL) do que em bovinos (104 a 412 mg/mL) (MOHAN et al., 1979; ROYCHOUDHURY,
1970).

O colesterol ¢ um dos lipidios presentes na membrana e auxilia na estabilizacdo da

mesma.

Concluséao

A adicdo de caseinato de sodio ao diluidor Botu-Bov® ndo resultou e maiores valores de
motilidade total, progressiva e porcentagem de espermatozoides rapidos apds a refrigeracdo e

congelacdo do sémen bubalino com esse diluidor.

A adicdo de caseinato de sodio ao diluidor Botu-Bov® também ndo proporcionou maior

preservacdo das membras nas espermaticas durante o processo de congelagéo.
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