UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

EFEITO DA ADICAO DA ASOLCTINA E FOSFATIDILCOLINA DE SOJA EM
MEIO A BASE DE GEMA DE OVO SOBRE OS PARAMETROS
ESPERMATICOS E FERTILIDADE DE SEMEN CONGELADO DE

GARANHOES

ALINE SILVA ROCHA

BOTUCATU-SP

2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

EFEITO DA ADICAO DA ASOLCTINA E FOSFATIDILCOLINA DE SOJA EM
MEIO A BASE DE GEMA DE OVO SOBRE OS PARAMETROS
ESPERMATICOS E FERTILIDADE DE SEMEN CONGELADO DE

GARANHOES

ALINE SILVA ROCHA

Dissertacdo apresentada junto ao
Programa de Poés-Graduacdo em
Medicina Veterinaria para obtencéo
do titulo de Mestre na Area de
Reproducao Animal.

Orientador: Prof. Tit. Frederico Ozanam

Papa

Co-orientadoras: Dr.2 Cely Marini Melo
Prof2 Tit. Fernanda

da Cruz Landim



FICHANCATIALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAQ DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Rocha, Aline Silva.

Efeito da associacdo da asolctina e fosfatidilcolina de soja em meio a base de
gema de ovo sobre 0s parametros espermaticos e fertilidade de sémen
congelado de garanhdes / Aline Silva Rocha. — Botucatu : [s.n.], 2012

Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu

Orientador: Frederico Ozanam Papa

Co-orientador: Fernanda da Cruz Landim e Cely Marini Melo

Capes: 50504002

1. Lecitina. 2. Sémen - Criopreservacao. 3. Reproducdo animal. 4.
Equino — Reproducédo. 5. Fecundidade em animais. 6. Equino — Fecundidade.

Palavras-chave: Criopreservacdo; Garanhdo; Lecitina de soja; Sémen.




Nome do autor: Aline Silva Rocha
Titulo: EFEITO DA ADICAO DA ASOLCTINA E FOSFATIDILCOLINA DE

SOJA EM MEIO A BASE DE GEMA DE OVO SOBRE OS PARAMETROS
ESPERMATICOS E FERTILIDADE DE SEMEN CONGELADO DE
GARANHOES

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Titular Frederico Ozanam Papa

Presidente e orientador

Departamento de Reproducao Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP — Botucatu

Prof. Adj. Marco Antonio Alvarenga

Membro da banca examinadora

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP - Botucatu

Dr. lan Martin

Membro da banca examinadora

Departamento de Reproducédo Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP - Botucatu

Data da Defesa: 19 de julho de 2012



Dedicatoria



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus e a minha familia.

Aos meus pais, Domingos e Therezinha, por todos os valores ensinados,
pelas licbes de vida, pela educacao, pelo carinho, por estarem sempre téao
presentes em minha vida mesmo apesar da distancia, pelo esfor¢co para a

realizacdo dos meus sonhos e pelo amor incondicional.
A minha irm4, Luciana, pelo amor, amizade, carinho e confianca.
Aos grandes amigos da familia, Francisco e Alice, que estiveram presentes

desde o0 meu nascimento, tornando cada momento da minha vida mais

especial.



Agradecimentos



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador, Prof. Tit. Frederico Ozanam Papa e as minhas
co-orientadoras Fernanda da Cruz Landim e Cely Marini Melo pela

oportunidade e por terem aceitado fazer parte deste trabalho.

Aos docentes do Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia
Veterinaria, Cezinande Meira, Eunice Oba, Jodo Carlos Pinheiro Ferreira,
Marco Antonio Alvarenga, Maria Denise Lopes, Nereu Carlos Prestes e
Sony Dimas Bicudo.

A todos os pés-graduandos do Departamento de Reproducdo Animal que me
ajudaram na realizacdo deste experimento, em especial: Fernanda Saules,
Gabriel Monteiro, Heloisa Canesin, lan Martin, Luiz Fernando Novaes,
Maria Fernanda Reghini, Priscilla Guasti e Rafael Mide; as residentes que
colaboraram na fase inicial do experimento: Carolina Moraes, Isabelle

Oliveira, Luana Bicudo, Yamé Fabres e a todos os estagiarios.

Aos funcionarios do Departamento de Reproducdo Animal: Edilson, Edvaldo,

Miguel, Raquel e Valter.

Aos amigos conquistados em Botucatu: Bruno (Biro), Elisa Sant’anna, Heron
Alves, Jodo Marcelo, Jodo Rafael, Larissa Demoner, Lidiane Narducci,

Renata Uliani, Selene Babboni e Leila Ullman.

A familia Vailati: Maria do Carmo, Jorge e seus filhos, Carol e Zé, que tive a

honra de conhecer e construir uma bela amizade.

A familia Volpato: Rose, Antonio Carlos, Rodrigo, Andressa, Gustavo e
Jim, por todo carinho, amizade e por todos 0os momentos inesqueciveis que

passamos juntos.



A Universidade Federal Fluminense pela minha formacdo académica e a
todos os amigos conquistados durante a graduacdo, em especial: Ana
Carolina Araujo, Camile Carvalho, Carolina Seixas, Bethania Bastos,
Fabio Inda, Felipe Faccini, Liza Gershony, Priscilla Fajardo e Sophia de

Carvalho.

As amigas do colégio que, mesmo de longe, sempre estiveram presentes me
mostrando o valor da verdadeira amizade: Carla Dias, Elizabeth Bittencourt,

Kira Medon, Priscila Gomes e Sabrina Albuquerque.

A CAPES, pela concesséo da bolsa de estudo e por financiar minha vivencia

em Botucatu.

A Fundacdo para Desenvolvimento da UNESP — FUNDUNESP pelo auxilio

financeiro concedido.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo deste
trabalho.



Vi

"Que o0s vossos esforcos desafiem @ as
impossibilidades. Lembrai-vos que as grandes
proezas da histéria foram conquistas daquilo
que parecia impossivel.”

Charles Chaplin



vii
LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Valores médios e desvios padrdo dos parametros espermaticos
pés-descongelacdo de sémen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-
Crio® acrescido de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de
fosfatidilcolina de soja (BCHFC) ....ccuvviiiiiiiiice e 38



viii
LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: (a) Representacdo esquematica da membrana plasmatica com
seus diferentes componentes; (A) fosfolipideo, (B) proteina transmembrana, (C)
regido hidrofobica e (D) regido hidrofilica em arranjo assimétrico na bicamada,
e (b) as diferentes apresentacdes em resposta a refrigeracdo; (b1) fosfolipideos

em dominio cristalino, (b2) micela hexagonal Il e (b3) proteinas agregadas....12

FIGURA 2: Comportamento biofisico das células em diferentes taxas de
refrigeracdo. Observar os diferentes tamanhos de cristais de gelo nas
diferentes taxas de refrigeracdo. A refrigeracdo lenta permite a desidratacdo
celular e formacédo de cristais de gelo apenas no meio extracelular. Na
refrigeracdo rapida ndo ha tempo suficiente para a célula desidratar, deixando-
a exposta a formacdo de grandes cristais intracelulares. A refrigeracdo muito
rapida ndo permite a desidratacdo celular e, caso haja formacao de cristais de

gelo, estes S0 pequenos e NE0 causam danos...........cccceevveeveeeireecreeiveeereeenns. 19

FIGURA 3: Comparacédo entre os parametros de motilidade total (MT; %),
motilidade progressiva (MP; %), espermatozoides rapidos (RAP; %) e
integridade de membrana plasmatica (IMP; %) de sémen equino congelado
com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja (BC+Ac) e

Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja (BC+FC) .......ccccevevevevevevrrennnen. 39

FIGURA 4. Comparacao entre os parametros de velocidade de trajeto (VAP;
pm/s), velocidade linear progressiva (VSL; um/s) e velocidade curvilinear (VCL;
um/s) de sémen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido
de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja
(ST 0% o) T UEURRRTPPPRR 39

FIGURA 5: Comparagédo entre os indices de fertilidade de éguas inseminadas
com sémen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido de
asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja
(51O o) TP 40



SUMARIO

RESUMO ...ttt e e e e e e et e e e e e e e s et e e e e e e e e e nnnnraees 2
ABSTRACT .ottt e e e e e e ettt e e e e e e e s e e e e e e e e e a e reeaaens 4
L INTRODUGAO ...ttt e, 6
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 10
2.1 CElUIA ESPEIMALICA ...ttt e e e e e eeeeeeees 10
2.2 Membrana plasSmatiCa.............uueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeee e 11
2.3 PrinCipios da CriOPreSErVAGAD........ceeeeeeeeeeeeiiiiiiee e e e e e e e eeeeaaiee e e e eeeaeeenannns 13
2.4 Injarias espermaticas resultantes da Criopreservacao ..............cceeeeeeennne 16
2.5 Meios diluidores € CriOProteIOreS ........uuuvvereeeeeeeeeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 22

B OBIETIVOS ... ..ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e s 29
3.1 ODJEtIVO geral....ccoveiiiee e 29
3.2 Objetivos €SPECITICOS .....ccoiivieiiiie e 29

A MATERIAL E METODOS .......ocoiiteiieeeeeteee e e ettt sttt 31
4.1 EXPEIIMENTO L. 31
4.1.1 Animais e local da PesquiSa ..........coovveeiiieiii e 31
4.1.2 Preparacao dos dilUENTES ........cccvviviiiiiiiie e 32
4.1.3 Colheita de SEBMEN.......coooiiiii i 32
4.1.4 Analise, processamento e criopreservagdo do sémen .................... 32
4.1.5 Descongelagdo e andlise do SEBMeN ..........ccuvveiiiiiieiiiiiiiiiiiieee e 33
4.1.6 Analise eStatiStiCa........ccoeveiiiiiii i, 34

o 4 o T=] .41 0 (T | R 35
4.2.1 Animais e local da pesquiSa .......ccccuvviviiiiiiiiiiii e 35
4.2.2 Teste de fertilidade ..........cooove i 35
4.2.3 Analise estatistiCa..........cceeeeeeiiiiii 36

6 RESULTADOS ...t e et e e e e e eaaneees 38
G0 I b o =Y 10 1= o1 (o I USSP 38
A = o =1 10 1= 1 (o I | PRSPPI 40

7 DISCUSSAO ..ottt senns 42
8 CONCLUSAD ...ttt 47
O BIBLIOGRAFIA ..ottt e e e e e e s st e e e e e e e e anns 49

TRABALHO CIENTIFICO ..oviviiiiciieeceeee e 63



Resumo



ROCHA, A.S. Efeito da adicdo da asolctina e fosfatidilcolina de soja em
meio a base de gema de ovo sobre os parametros espermaticos e
fertilidade de sémen congelado de garanhdes. Botucatu, 2012. 77p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adicdo da asolctina de soja
ou da fosfatidilcolina de soja em diluente a base de gema de ovo sobre os
parametros espermaticos e indices de fertilidade de sémen congelado de
garanhdes. No Experimento |, dezenove ejaculados de trés garanhdes foram
submetidos ao processo de criopreservacdo utilizando trés diluentes de
congelacdo: Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja
(BC+Ac) e Botu-Crio® adicionado de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc), para
posterior avaliagdo dos parametros de cinética espermatica e integridade de
membrana plasmatica. No Experimento Il, comparou-se a taxa de fertilidade
referente aos trés meios de congelacdo por meio de inseminacéao artificial das
éguas com “pool” de espermatozoides dos trés garanhfes. N&o houve
diferenca significativa no que se refere aos parametros espermaticos (P<0,05)
de motilidade total (69,16+9,28; 64,63+11,05; 68,47+7,92), motilidade
progressiva (25,00+5,43; 23,2615,63; 26,16+5,50), integridade de membrana
plasmatica (39,37+8,82; 39,95+9,52; 41,63+9,24) e indice de concepcdo
(46,7%, 13,3%, 37,5%) entre os meios BC, BC+Ac e BC+Fc, respectivamente.
Entretanto, existiu uma tendéncia a maior (P>0,05) taxa de fertilidade do
diluente Botu-Crio® quando comparado ao meio adicionado de asolctina de
soja. Diante dos resultados encontrados, conclui-se que tanto a adicdo da
asolctina de soja quanto da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio®
apresenta a mesma eficacia que o diluente Botu-Crio® convencional na
criopreservacgao de sémen equino.

Palavras-chave: criopreservacao, garanhao, lecitina de soja, sémen



Abstract



ROCHA, A.S. Effect of the addition of soybean asolectin and
phosphatidylcholine in an egg yolk-based extender on sperm parameters
and fertility of frozen stallion semen. Botucatu, 2012. 77p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of addition of soybean asolectin
and phosphatidylcholine in an egg yolk-based extender on sperm parameters
and fertility rates of frozen stallion semen. In Experiment I, nineteen ejaculates
from three stallions were submitted to cryopreservation process using three
freezing extenders: Botu-Crio” (BC), Botu-Crio" with soybean asolectin
(BC+Ac) and Botu-Crio™ with soybean phosphatidylcholine (BC+Fc), for further
evaluation of kinetic parameters and sperm plasma membrane integrity. In
Experiment II, the fertility rates from the three freezing extenders were
compared through artificial insemination in mares using a sperm “pool” of three
stallions. No significant differences were found on sperm parameters (P<0.05)
of total motility (69.16+9.28; 64.63+11.05; 68.47+7.92); progressive motility
(25.00+5.43; 23.2615.63; 26.16x5.50); plasma membrane integrity (39.37+£8.82;
39.95+9.52; 41.63+9.24) and fertility rates (46.7%, 13.3%, 37.5%), for the BC,
BC+Ac and BC+Fc groups, respectively. However, the tendency toward higher
(P>0.05) fertility rates in Botu-Crio" (BC) freezing extender than the freezing
extender containing soybean asolectin (BC + Ac). Based in these results, it is
concluded that the both addition of soybean asolectin and phosphatidylcholine
to Botu-Crio™ freezing extender has the same effectiveness as the conventional
Botu-Crio" used in the cryopreservation of equine semen.

Keywords: cryopreservation, stallion, soybean lecithin, semen
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1 INTRODUCAO

A equinocultura brasileira destaca-se pelo seu patriménio genético e seu
desempenho no cenario hipico internacional. Acompanhando a evolucdo deste
setor, o desenvolvimento das biotécnicas de reprodugdo assistida tem
despertado um crescente interesse entre criadores, associacbfes e a
comunidade cientifica.

Uma das técnicas mais antigas relacionada a reproducdo é a
criopreservacdo de sémen, que visa manter a integridade estrutural e a
viabilidade das células esperméticas apdés submeté-las a baixas temperaturas e
armazend-las a -196°C (CAVALCANTE et al., 2006). Sua descoberta ocorreu
casualmente quando Polge et al. (1949) observaram que ao adicionar glicerol
ao diluente de congelacédo, a motilidade dos espermatozoides era preservada
apos a descongelacdo do sémen. O primeiro relato de prenhez com sémen
congelado equino foi descrito por Barker e Gandier (1957), que utilizaram
espermatozoides provenientes do epididimo.

A criopreservacao de sémen é uma biotecnologia de grande impacto na
induUstria equina, uma vez que permite a maximizacao do potencial genético do
reprodutor, permitindo maior niumero de descendentes de garanhdes de alto
valor genético, bem como o armazenamento de material genético de animais
gue ndo possam, temporaria ou permanentemente, ser utilizados com fins
reprodutivos; reduz os custos de transporte e aumenta o controle de doencas
sexualmente transmissiveis (SQUIRES et al., 1999).

Apesar das inUmeras vantagens na utilizacdo do sémen congelado, seu
uso tem sido limitado pela reducdo da fertilidade ocasionada durante o
processo de congelacdo-descongelacdo do sémen de alguns garanhdes
(SQUIRES et al., 2004), havendo diminuicdo na viabilidade da célula
espermatica (WATSON, 2000; ORTEGA-FERRUSOLA et al.,, 2009). Os
garanhdes podem ser classificados como bons congeladores ou maus
congeladores, de acordo com as caracteristicas de motilidade espermética pos-
descongelacdo (HOFFMAN et al.,, 2011), podendo ocorrer variacbes nao
apenas entre diferentes garanhdes, mas entre ejaculados de um mesmo

reprodutor.



Os fatores que afetam a fertilidade e viabilidade dos espermatozoides
incluem o manejo inadequado do botijdo de sémen, falhas no processo de
congelagdo e descongelacdo e a variagao individual na congelabilidade. Os
danos causados na estrutura e na funcionalidade da célula espermatica
durante o processo de criopreservacao estdo diretamente relacionados as
alteracdes de temperatura, ao estresse toxico e osmotico pela exposi¢cdo aos
crioprotetores e a formacao e dissolugéo de cristais de gelo (WATSON, 2000).

As crioinjurias evidenciam-se na perda seletiva de permeabilidade e
integridade da membrana plasmatica, acrossomal e funcdo mitocondrial
(PARKS e LYNCH, 1992), acompanhadas de prejuizo nos parametros de
vitalidade, motilidade e potencial fertilizante (VIDAMENT et al., 1997,
BLOTTNER et al., 2001). Na tentativa de minimizar os danos causados pelo
choque térmico, formacgéo de cristais, desidratacdo celular e estresse toxico e
osmotico e, consequentemente, maximizar a sobrevida do gameta, diversos
protocolos de congelacdo vém sendo estudados e aprimorados (JASKO, 1994;
AMORIM, 2006).

Os diluidores de sémen s&o constituidos por substancias que permitem
a preservacdo da integridade da membrana plasmatica mediante a
estabilizacdo do pH do meio, a neutralizacdo de produtos téxicos produzidos
pelos espermatozoides, a protecdo contra o choque térmico, a manutencéo do
equilibrio eletrolitico e osmotico, a inibicdo do crescimento bacteriano e o
fornecimento de energia (FURST, 2006). Os aspectos que determinam o
sucesso da criopreservacao sao a toxicidade e o estresse osmotico que as
células espermaticas sdo expostas quando utilizadas altas concentracfes de
crioprotetores (ALVARENGA et al., 2005), sendo a gema de ovo, o leite e o
glicerol os mais comumente encontrados nos meios de congelacgao.

O leite e a gema de ovo auxiliam na estabilizacdo da membrana
plasmatica durante os ciclos de congelacdo e descongelacéo, prevenindo as
injurias causadas pelo choque térmico (ARIFIANTINI e YUSUF, 2010).
Entretanto, por questdes ligadas ao risco de veiculacdo de agentes
contaminantes, diluidores a base de lecitina de soja tem sido testados para
substituir os componentes de origem animal nos meios de congelacdo de

sémen e para otimizar a qualidade do mesmo.



Os diluentes de congelacdo compostos por lecitina de soja tém sido
incluidos em experimentos realizados com sémen de diversas espécies e 0s
resultados promissores incentivam ainda mais a busca pela concentracéo ideal
deste componente para minimizar os danos provocados pelo processo de
criopreservacédo (HINSCH et al., 1997; GIL et al., 2003a; RICKER et al., 2006;
FELICIO et al., 2007, JEYENDRAN et al., 2008; REED et al., 2009;
FOROUZANFAR et al., 2010; PAZ et al., 2010; AKHTER et al., 2010; AKHTER
et al., 2011; PAPA et al., 2011; KASIMANICKAM et al., 2011; KMENTA et al.,
2011).

A busca pela concentracéo ideal de lecitina de soja para substituicdo da
gema de ovo ndo é almejada apenas para atingir melhores parametros
espermaticos e indices de concepc¢do do sémen equino congelado, mas
também, por ser fundamental para facilitar o transito de material genético de
garanhdes de alto potencial sem que haja preocupacdo com as barreiras
sanitarias, evitando o risco de contaminacdo microbiana e introducdo de
doencas exoéticas na comercializacdo entre diferentes paises. Apesar dos
diversos estudos envolvendo diluentes livres de componentes de origem
animal, pouco se conhece sobre a associacdo entre os lipideos da lecitina de

soja e os lipideos da gema de ovo nos meios de congelacao de sémen equino.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Célula espermética

O espermatozoide é uma célula altamente especializada, cuja
caracteristica estrutural € voltada para sua atividade funcional Unica: asseverar
a liberagdo do material genético presente no nucleo da célula espermética para
0 odcito, onde ocorre a unido dos pronucleos masculino e feminino, formando o
zigoto (EDDY e O'BRYAN, 1994; AURICH, 2005).

Morfologicamente, a célula espermética € constituida por duas
estruturas distintas: a cabeca e a cauda, ambas revestidas pela membrana
plasmatica, também denominada plasmalema (GARNIER e HAFEZ, 2003;
COSTA e PAULA, 2003).

A cabeca acomoda o DNA da célula e apresenta como principal fungéo a
liberacdo de uma série haploide de cromossomos para o odcito (MORTIMER et
al., 1997). Entre a regido anterior do ndcleo espermatico e a membrana
plasmatica encontra-se 0 acrossoma, estrutura de dupla parede que contém
enzimas hidroliticas atuantes no processo de fertilizagdo (GARNIER e HAFEZ,
2003; OLIVEIRA, 2007).

A cauda ou flagelo desempenha a funcdo de promover motilidade ao
espermatozoide (SUTOVSKY e MANANDHAR, 2006) possibilitando sua
migracéo pelo trato reprodutivo feminino e, consequentemente, sua chegada
ao oocito (MORTIMER et al., 1997). E subdividida em quatro segmentos: colo,
gue conecta a cabeca do espermatozoide a cauda, propriamente dita; peca
intermedidria, que contém mitocdndrias em seu interior produzindo energia
necessaria a movimentacdo espermatica; peca principal, que fornece a
estabilidade dos elementos contrateis da cauda; e peca terminal, que contém
apenas 0 axonema central recoberto pela membrana plasmética (GARNIER e
HAFEZ, 2003; SUTOVSKY e MANANDHAR, 2006; EDDY e O'BRYAN, 1994).

Para que ocorra a fecundacao, o espermatozoide deve apresentar pelo
menos quatro caracteristicas poOs-descongelacdo: metabolismo para a
producdo de energia; motilidade progressiva; enzimas acrossomais intactas,

necessarias a penetracdo do espermatozoide por meio das estruturas que
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circundam o od0cito; e proteinas de membrana plasmatica, fundamentais para a
sobrevivéncia da célula espermatica no trato reprodutivo da fémea e para que
ocorra a jungdo da mesma ao odcito no momento da fecundacdo (AMMAN e
PICKET, 1987; PICKET e AMMAN, 1992).

2.2 Membrana plasmatica

A membrana plasmética envolve toda a célula espermatica unindo seus
componentes intracelulares e organelas e mantendo um gradiente quimico de
ions e outros componentes sollveis por meio de sua permeabilidade (SILVA e
GADELLA, 2006; ALMEIDA, 2006; BRANDAO, 2008). E heterogénea e
consiste de cinco dominios que possuem composicdo e funcdo distintas:
acrossoma, segmento equatorial, segmento basal, dominio da peca
intermediaria e dominio da cauda (LADHA, 1998; AURICH, 2005; EDDY e
O’'BRYAN, 1994).

As membranas celulares séo formadas por trés classes de moléculas: os
lipideos, responséaveis pela integridade estrutural; as proteinas, responsaveis
pelos processos dinamicos (ALMEIDA, 2006); e os carboidratos, que
aumentam o carater hidrofilico e estabilizacdo da estrutura da membrana
(DARNELL et al., 1990; ALMEIDA, 2006).

O modelo estrutural basico da membrana plasmatica (Figura 1) é
composto por lipideos e proteinas organizados em uma bicamada lipidica
contendo moléculas de fosfolipideos polares, distribuidos assimetricamente e
de caracteristica anfipatica, ou seja, apresentando uma extremidade hidrofilica,
orientada para o meio externo e uma extremidade hidrofobica, orientada para o
meio interno (SQUIRES et al., 1999; ALBERTS et al., 2004; OLIVEIRA, 2007).
Este arranjo forma uma barreira hidrofébica pela qual a 4gua e as moléculas
nela dissolvidas passam com dificuldade. As moléculas geralmente atravessam
ou sao transportadas por meio dos canais ou poros formados pelas proteinas
gue estao intercaladas aos lipideos (HOOGEWIJS, 2010).

Os principais constituintes da membrana plasmatica do espermatozoide
séo os fosfolipideos, os glicolipideos e os esteroides. Os fosfolipideos sédo os

mais abundantes, principalmente, fosfatidilcolina, esfingomielina,
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fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (PARKS e LYNCH,1992; FURST, 2006).
Os dois primeiros encontram-se dispostos no folheto externo da bicamada
lipidica, enquanto os dois ultimos, no folheto interno (LADHA, 1998; SILVA e
GUERRA, 2011). O colesterol, esteroide predominante, estabiliza a membrana
preenchendo os espacos entre as cadeias de acidos graxos de fosfolipideos
(PARKS e GRAHAM, 1992; SQUIRES et al., 1999). A remocéao do colesterol da
membrana plasmatica provoca sua desestabilizacdo e, consequentemente, a
reorganizagdo dos componentes da bicamada, incluindo a redistribuicdo de
proteinas integrais (AMMAN e GRAHAM, 1992), aumentando sua capacidade
de fusdo. J4 os glicolipideos localizam-se na superficie da membrana e
representam menos de 10% dos lipideos polares (PARKS e LYNCH, 1992,
GONZALEZ, 2004).

FIGURA 1: (a) Representagdo esquematica da membrana plasmatica com seus diferentes
componentes; (A) fosfolipideo, (B) proteina transmembrana, (C) regido hidrofébica e (D) regiao
hidrofilica em arranjo assimétrico na bicamada, e (b) as diferentes apresentac6es em resposta
a refrigeracdo; (bl) fosfolipideos em dominio cristalino, (b2) micela hexagonal I, e (b3)
proteinas agregadas.

(Adaptada de HOOGEWIJS, 2010)

O arquétipo mosaico fluido da membrana é essencial ao desempenho
adequado de suas fun¢cdes (HAMMERSTEDT et al., 1990), permitindo extremo
dinamismo a esta estrutura. Sob esta forma, as proteinas encontram-se livres
para movimentarem-se entre os fosfolipideos bilaterais, garantindo as

interacOes lipideo-lipideo e lipideo-proteina (JASKO et al.,, 1992). Essas
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interacfes sdo consideradas a base para ordenar os dominios na membrana
plasmatica essenciais a funcionalidade espermatica, levando a
compartimentalizacdo da mesma (PARKS e GRAHAM, 1992).

Os fatores que mais interferem na fluidez da membrana séo a
temperatura, a natureza dos fosfolipideos e a composicdo relativa entre
fosfolipideos e colesterol. Quando se reduz a temperatura, os lipideos e
proteinas de membrana que se encontravam em estado de fluidez
possibilitando a livre movimentagdo dos componentes, passam para o estado
gel. Isto ocorre porque as cadeias de acidos graxos que se apresentavam
dispostas desordenadamente organizam-se de forma paralela, constituindo
uma estrutura rigida que torna estas areas fracas, susceptiveis a rupturas,
fusdes e permeaveis a ions (HAMMERSTEDT et al.,, 1990; FURST, 2006). A
membrana plasmatica também tem sua fluidez alterada conforme a quantidade
de colesterol, ficando menos flexivel na presenca de niveis mais elevados
(AMANN e PICKET, 1987; AMANN e GRAHAM, 1992).

2.3 Principios da criopreservacao

A criopreservacdo de sémen consiste na congelacdo e armazenamento
de espermatozoides a temperatura de -196°C, a fim de manter a integridade
estrutural e a viabilidade da célula espermatica por tempo indeterminado
(AMORIM, 2006; CAVALCANTE et al., 2006; LORENZONI, 2010). Embora esta
técnica tenha sido desenvolvida no final do século XVIlI, sua difusdo so6 ocorreu
em 1949, quando Polge et al. constataram, casualmente, que as células
espermaticas apresentavam suas caracteristicas preservadas mediante
congelacédo em presenca de glicerol.

O crescente interesse na utilizacdo da inseminagéo artificial com sémen
congelado na espécie equina deve-se as diversas vantagens inerentes a esta
biotecnologia, tais como: preservacao do material genético de reprodutores de
alto potencial por tempo ilimitado; utilizacdo do sémen de garanhdes que néo
mais se encontram aptos a reproducao por doengas ou até mesmo apoés o6bito;
reducdo do risco de acidentes no transporte dos animais para cobertura e de

exposicdo ao estresse e doencas; facilidade na aquisicdo e transporte do
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sémen entre paises, favorecendo a importacdo e exportacdo do mesmo
(GRAHAM, 1996; SQUIRES et al., 1999; MEDEIROS, 2003).

Apesar das inUmeras vantagens na utilizacdo do sémen congelado, seu
uso tem sido limitado pela reducdo da fertilidade ocasionada durante o
processo de congelacdo-descongelacdo do sémen de determinados garanhdes
(SQUIRES et al., 2004), comprovada por indices inferiores de prenhez em
relacdo a monta natural e inseminacao artificial com sémen refrigerado. Este
prejuizo é decorrente da combinacdo de dois fatores: perda da viabilidade
espermatica e danos na capacidade funcional dos espermatozoides
sobreviventes (WATSON, 2000; GONZALEZ, 2004). Existem falhas no
estabelecimento de padrbes de qualidade e controle das doses de sémen
comercializadas, além da enorme variabilidade na qualidade do sémen pos-
descongelacdo (LEIPOLD et al., 1998; SAMPER, 2001; LOOMIS, 2001;
LOOMIS e GRAHAM, 2008; AVANZI et al., 2011). E o que dificulta ainda mais
0 uso desta biotecnologia, € a necessidade de profissionais qualificados para
atuar desde o momento da colheita do sémen até a criopreservacao e sua
adequada utilizacao nos programas de inseminacao artificial. Em muitos casos,
€ preciso deslocar o garanhdo até locais onde o procedimento possa ser
realizado da maneira adequada, aumentando as despesas (GRAHAM, 1996).

Existe um fator racial e muitas vezes individual relacionado a resisténcia
espermatica ao processo de congelacdo. Entretanto, ainda nao estédo
esclarecidas as causas determinantes destas variacoes (MEDEIROS, 2003).
Ejaculados de um mesmo garanhdo e garanhdes distintos apresentam
diferencas no que se refere a viabilidade espermatica pos-congelacdo (AMMAN
e PICKET, 1987; LOOMIS e GRAHAM, 2008).

O principal desafio da célula espermatica durante o processo de
congelacdo ndo € sua habilidade em resistir a temperatura de armazenamento
a -196°C, mas sim, sua capacidade de suportar alteracdes que ocorrem
durante as zonas intermediarias de temperatura (19°C a 8°C e -15°C a -60°C)
pelas quais ela passa tanto durante a fase de congelacdo quanto durante a
descongelacdo (MAZUR, 1984; GONZALEZ, 2004).

O protocolo da criopreservacdo constitui-se em: coleta de sémen,
diluicdo, centrifugagéo, resfriamento, desidratacdo celular, congelacdo e
descongelacdo do sémen (MEDEIROS, C. et al.,, 2002). Deste modo, o
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processo de congelacdo do sémen equino envolve uma série de processos
fisicos e quimicos que estdo diretamente relacionados a manutencdo da
integridade e viabilidade espermética e a fertilidade (GRAHAM, 1996). As
injurias provocadas aos espermatozoides durante este procedimento podem
ser ultraestruturais ou fisicas, bioquimicas ou funcionais (ALMEIDA, 2006;
GONZALEZ, 2004).

Apoés a colheita do sémen, este deve ser diluido em meio adequado e
resfriado a temperatura ambiente, em torno de 20°C. A faixa critica de
temperatura ocorre quando o resfriamento chega a 5°C, fase em que o
espermatozoide se torna mais susceptivel aos danos causados pelo estresse
térmico, perdendo motilidade e potencial fertilizante (WATSON, 1995), pois
este € 0 momento em que a membrana plasmatica esta passando do estado
liquido cristalino para o estado gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS, C. et al.,
2002). As injurias causadas pelo choque térmico incluem lesdes na membrana
espermatica, reducdo do metabolismo de carboidratos e perda de
componentes (proteinas, lipideos, enzimas) (DOBRINSKI et al., 1995). E
possivel minimizar estes danos por meio do controle da taxa de resfriamento e
da adicéo de crioprotetores ao meio diluente (WATSON, 1995).

O ponto de congelacdo do citoplasma celular, geralmente, ocorre em
temperaturas abaixo de -1°C. Entretanto, mesmo na presenca de gelo, as
células ainda ndo se encontram congeladas na faixa entre -10°C e -15°C e sim,
super-resfriadas (AMMAN e PICKET, 1987; MEDEIROS, C. et al., 2002). Isto
sugere que a membrana plasmatica pode prevenir a propagacdo do gelo
extracelular para o interior da ceélula super-resfriada. Sabendo-se que a
pressao de vapor da agua super-resfriada € maior que a do gelo, as células
comecam a se equilibrar por meio da desidratacdo e se forma uma
concentracdo de eletrolitos no interior da célula. A medida que a solubilidade
dos eletrélitos vai sendo ultrapassada, ocorre a precipitacdo dos solutos
alterando o pH e, abaixo do ponto eutético do sistema (temperatura em que
ndo resta nenhum liquido), todos os solutos se precipitam. Estes eventos sao
denominados efeito solucdo, representados por: desidratacdo excessiva;
elevada concentracdo de solutos, solugdo toxica a célula; mudanca de pH
celular alterando o metabolismo da célula (FURST, 2006). O aumento da

concentracdo de soluto ocasiona uma desnaturacdo proteica e,
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consequentemente, diminui a atividade enzimatica dos espermatozoides
congelados (PICKET, 1986).

O sucesso na criopreservacdo do sémen esta condicionado a qualidade
do sémen fresco e as interagBes entre os diluidores, crioprotetores e curvas de
congelacédo-descongelacdo, a fim de minimizar os danos provocados pelo
choque térmico, formacdo de cristais de gelo, efeito solucdo e desidratacao
(PICKET e AMMAN, 1992; JASKO, 1994).

2.4 Injarias espermaéticas resultantes da criopreservacao

O processo de criopreservacdo submete a célula espermética a
condicBes de estresse que acarretam injurias comprometendo sua viabilidade.
Dentre as causas, destacam-se: variagdes de temperatura e exposicdo a
temperaturas nao fisiolégicas; estresse toxico e osmotico pela exposicao aos
crioprotetores; formacao e dissolucéo de cristais de gelo no meio extracelular;
danos oxidativos pela alteracdo na permeabilidade da membrana do
espermatozoide (WATSON, 2000).

A membrana plasmatica funciona como uma barreira fisica ao meio
externo e é a primeira estrutura a ser afetada pelas crioinjdrias, que incluem a
desestabilizacdo da membrana pelo rearranjo lateral dos lipideos, perda de
lipideos pela membrana e peroxidacéo lipidica como resultado da formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes eventos podem afetar a motilidade
espermatica, a resposta ao estresse osmotico e as vias de sinalizacdo e,
consequentemente, a habilidade de atingir, se ligar e reagir com a zona
pelucida fica comprometida (RICKER et al., 2006).

Uma série de respostas biofisicas ainda nao totalmente esclarecida esta
envolvida no processo de criopreservacdo das células e tecidos. O indice de
sobrevivéncia espermatica ao resfriamento, congelagdo e aquecimento
depende das taxas de resfriamento e aquecimento utilizadas, do tempo em que
a célula € mantida em cada etapa, do transporte de substancias e da formacao
de cristais de gelo. Sendo que a resposta celular mais importante ao
congelamento é atribuida a perda de agua e a formacgdo de cristais de gelo
intracelular (FURST, 2006).
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A lesédo celular que ocorre durante o processo de congelacdo e
descongelacdo do sémen é causada pela formacdo de cristais de gelo
intracelular que afeta a estrutura da célula espermatica, pela concentracédo de
soluto resultante da congelacdo da agua pura e pela interacdo entre estes dois
fatores. As elevadas concentracbes de sais no meio durante a congelacdo
podem desidratar os espermatozoides causando deformacdes celulares, danos
a estrutura da membrana, deslocamento e desnaturagdo das proteinas da
membrana e desarranjo de estruturas do citoesqueleto (AMMAN E PICKET,
1987; WATSON, 2000).

Com a diminuicdo da temperatura, a concentracdo de soluto no meio
extracelular aumenta, a &gua sai da célula e forma cristais de gelo
intracelulares, dependendo da curva de resfriamento (MAZUR, 1984). No
resfriamento lento (-25 a -40°C/min), o espermatozoide sofre desidratacao
devido a elevada concentracdo de solutos no meio extracelular, causando a
migracdo de elevada quantidade de agua para fora da célula, ndo havendo
formacédo de grandes cristais de gelo intracelular (AMMAN e PICKET, 1987),
entretanto, o consequente efeito solu¢cdo pode prejudicar a célula espermatica
(WATSON, 1995). No caso de uma curva muito rapida de resfriamento (>-60°C/
min), a célula ndo consegue perder agua suficientemente rapido para manter o
equilibrio, tornando-se super-resfriada e resultando na congelacao intracelular.
A extensdo dos danos causados pelo gelo no interior da célula depende do
grau de formacgao do gelo e do tamanho dos cristais. Cristais grandes podem
causar danos mecanicos as células, sendo uma das principais causas de morte
celular durante a congelacdo, enquanto os pequenos cristais podem néo ser
deletérios. Todavia, durante o reaquecimento, o crescimento desses pequenos
cristais em decorréncia da recristalizacdo pode causar sérios danos (MAZUR,
1984).

Durante a descongelacdo do sémen, a sobrevivéncia dos
espermatozoides depende da resisténcia em passar novamente pela faixa
critica de temperatura. A curva ideal de aquecimento esta diretamente
relacionada a curva utilizada na congelacdo. Se a congelacédo for lenta, a
descongelacdo também deve ser lenta para que o0s cristais de gelo
extracelulares descongelem, visto que a descongelacdo desses cristais

provoca a diluicdo dos solutos e promove a reidratacdo celular lentamente.
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Deste modo, evita-se o rompimento da membrana pela rapida reconstituicdo do
volume intracelular ao reidratar a célula. Por outro lado, se o sémen for
descongelado muito rapidamente, os cristais de gelo extracelulares
descongelam-se na mesma velocidade e a dgua do meio invade bruscamente
a célula, ocasionando danos a membrana plasmatica. Caso 0 sémen seja
congelado rapidamente, os espermatozoides nao sofrem desidratacdo, logo,
guando o gelo extracelular derrete, ndo ha influxo rapido de agua por meio da
membrana celular. Entdo, o sémen congelado rapidamente também deve ser
descongelado rapidamente, de modo que o gelo intracelular formado durante a
congelagdo néo tenha tempo de recristalizar (Figura 2) (AMMAN e PICKET,
1987; WATSON, 1995).

A congelacéo rapida aliada a descongelacéo lenta ocasiona danos pela
formacdo de pequenos cristais de gelo que podem se agrupar formando
grandes cristais, que levam a ruptura da membrana (WATSON, 2000). Entéo, a
curva ideal de congelacdo deve ser suficientemente lenta para permitir que os
espermatozoides desidratem e rapida o bastante para evitar que 0s
espermatozoides figuem expostos por muito tempo as elevadas concentracdes
de soluto (SILVA e GUERRA, 2011).

O choque térmico € um conjunto de alteracbes que ocorre na célula
espermatica submetida a refrigeracdo rapida a partir da temperatura corporea
(£38°C) até temperaturas ao redor de 5°C (WATSON, 2000; SILVA e GUERRA,
2011). Provoca danos irreversiveis aos espermatozoides, evidenciados pela
rapida queda de motilidade, movimentacao circular, reducdo do metabolismo
espermatico, aumento da permeabilidade da membrana e perda de moléculas
intracelulares e ions (AMMAN e PICKET, 1987; AURICH, 2005). Em
temperaturas abaixo de -20°C, os espermatozoides comecam a apresentar
mudancas biofisicas, especialmente na membrana plasméatica e, ao atingirem
temperaturas abaixo de -60°C, sofrem efeitos de descompensacéao ionica e de
lipideos que também provocam choque térmico (ALMEIDA, 2006). Entre os
garanhdes ou entre ejaculados de um mesmo reprodutor podem ocorrer
variacfes na sensibilidade ao choque térmico, o que pode estar relacionado as
diferencas nas concentracfes de colesterol contido na membrana plasmética
(AURICH, 2005).
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FIGURA 2: Comportamento biofisico das células em diferentes taxas de refrigeracéo.
Observar os diferentes tamanhos de cristais de gelo nas diferentes taxas de refrigeracdo. A
refrigeracdo lenta permite a desidratacao celular e formacgéo de cristais de gelo apenas no meio
extracelular. Na refrigeracéo rapida ndo ha tempo suficiente para a célula desidratar, deixando-
a exposta a formacdo de grandes cristais intracelulares. A refrigeracdo muito rapida nao
permite a desidratacéo celular e, caso haja formacgéo de cristais de gelo, estes séo pequenos e
ndo causam danos.

(Adaptado de CRITSER e BENSON, 2003)

A velocidade da redugcdo de temperatura durante a congelacdo do
sémen é uma das etapas mais importantes deste processo, pois variacdes
inadequadas na curva de resfriamento aumentam o grau de desafio enfrentado
pelos espermatozoides (TERRACIANO et al., 2008). Terraciano et al. (2008)
constataram que o sistema automatizado de congelagao foi mais eficiente que
0 sistema ndo automatizado na criopreservacdo de sémen equino, uma vez
gue preservou de maneira mais competente a motilidade total e progressiva, a
integridade e a funcionalidade dos espermatozoides. Estes resultados foram
atribuidos a maior precisdo no controle do decréscimo da temperatura obtido
pelo sistema automatizado de congelacao.

Os crioprotetores sédo essenciais a sobrevivéncia dos espermatozoides
durante o processo de congelagdo, contudo, eles podem exercer efeitos toxicos
e reduzir os indices de fertilidade quando presentes em concentracfes
elevadas (WATSON, 2000). Os efeitos decorrentes da toxicidade incluem o
aumento da permeabilidade e inducdo da fusdo da membrana plasmaética;
inibicdo da atividade enzimatica (FAHY, 1996), resultando na desnaturacéo de
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proteinas (ALVARENGA et al., 2005) e alteracbes das interacdes de actina
(FAHY et al.,, 1990); estresse osmotico (LORENZONI, 2010). O glicerol,
crioprotetor amplamente utilizado na espécie equina, induz a mudangas nos
eventos citoplasmaticos por aumentar a viscosidade ao penetrar a célula
espermatica; provoca alteracdes na polimerizacdo da tubulina e na associacao
dos microtubulos; afeta o balanco bioenergético, aléem de atuar de maneira
direta e prejudicial na membrana plasmatica, no glicocalix e nas proteinas de
superficie celular (HAMMSTEREDT e GRAHAM, 1992).

A maioria dos agentes crioprotetores apresenta permeabilidade inferior a
da agua, levando a um influxo de 4gua que acarreta aumento do volume celular
(BALL e VO, 2001). A exposicado das células a uma solucdo hiperosmotica €
responsavel pela remoc¢éo da agua intracelular e, consequentemente, ocorre 0
encolhimento da célula e influxo de ions. Entretanto, a descongelacao ocasiona
o contrario: ha influxo de agua que pode resultar em ruptura de membrana
(HOLT, 2000).

O limite de tolerancia osmoética (OTL) que a célula espermatica suporta,
isto €, o quanto a célula pode encolher ou expandir de acordo com as
mudancas de osmolaridade, varia entre as espécies. E possivel utilizar o OTL
como limiar para determinar a quantidade e o tempo requerido para adicédo e
remocado de crioprotetor, mantendo as células dentro de sua margem de
tolerancia de volume (GONZALEZ, 2004). O espermatozoide dos mamiferos
funciona como um osmometro linear, havendo morte celular em caso de
entumescimento ou encolhimento quando submetido a niveis superiores de
tolerancia espécie-especifica (BALL e VO, 2001).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) séo agentes altamente reativos
pertencentes a classe dos radicais livres (AITKEN e FISHER, 1994).
Desempenham importante papel na funcdo espermética, entretanto, sua
producdo desequilibrada ou sua degradacdo podem causar efeitos adversos
nos espermatozoides (BALL, 2008). Em elevadas concentracdes, as ROS
prejudicam a motilidade, a viabilidade e a funcdo esperméatica por meio da
interacdo com lipideos da membrana, proteinas, DNA mitocondrial e nuclear
(PEIXOTO et al., 2008).

O estresse oxidativo no sémen resulta de um desequilibrio entre

producdo de ROS e sua capacidade antioxidante. Os efeitos toxicos do
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oxigénio séo resultantes da oxidacdo de componentes celulares como tidis,
cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos e lipideos, principalmente,
acidos graxos poli-insaturados, mediada por ROS e espécies reativas de
nitrogénio (SILVA e GUERRA, 2011). A reacao destas espécies com o0s acidos
graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares e nas
lipoproteinas desencadeia o0 processo de peroxidacdo lipidica ou
lipoperoxidacédo, que pode ser avaliado e utilizado como indicador do estresse
oxidativo celular (WILLIAMS e FORD, 2005).

Os espermatozoides sdo muito susceptiveis a esse tipo de estresse em
razdo da grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados existentes em
sua membrana (ALVAREZ e STOREY, 1992) e, diferentemente da maioria das
células, a célula espermatica perde a maior parte de seu citoplasma durante o
periodo de maturacdo, sendo privada de uma fracdo dos antioxidantes
enddgenos, o que a torna mais vulneravel a acdo das ROS (CARVALHO et al.,
2002). A presenca de ROS é consideravelmente maior na presenca de
espermatozoides morfologicamente anormais ou que sofreram crioinjdrias,
apresentando, principalmente, gota citoplasmatica proximal ou anormalidades
na peca intermediaria. A protecdo conferida pelos antioxidantes presentes no
plasma seminal € a mais importante forma de protecdo contra as ROS (BALL,
2008; SILVA e GUERRA, 2011).

Danos causados nos espermatozoides durante a congelagédo tém sido
associados a criocapacitacdo, definida por alteracbes que ocorrem nos
espermatozoides semelhantes as que acontecem durante o processo de
capacitacdo espermatica. O aumento da producdo de ROS, a reduzida
capacidade antioxidante do espermatozoide e a desorganizacdo da membrana
decorrente dos processos de congelacdo e descongelacdo provocam aumento
da permeabilidade da mesma, resultando na penetracdo dos ions calcio que
estavam no meio extracelular estimulando, assim, os eventos dependentes de
calcio, como a capacitacdo espermatica (WATSON, 2000).

A partir do momento em que ocorre a capacitacdo espermatica
prematura, o espermatozoide apresenta longevidade mais curta, ndo € mais
possivel que ele realize a fecundacdo e, consequentemente, ha reducédo da
fertilidade (OLIVEIRA, 2007).
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2.5 Meios diluidores e crioprotetores

Os diluidores utilizados na criopreservacao de sémen desempenham as
funcbes de manutencdo da atividade metabdlica dos espermatozoides;
estabilizacdo da membrana plasmatica mediante o equilibrio do pH do meio
(efeito tampdo); neutralizacdo de produtos toxicos provenientes dos
espermatozoides; protecdo contra o choque térmico; manutencdo do equilibrio
eletrolitico e osmotico; inibicdo do crescimento bacteriano; fornecimento de
energia (FURST, 2006; LORENZONI, 2010). Para isso, sdo compostos
basicamente por substancias ibnicas e ndo ibnicas; fonte de lipoproteinas ou
substancias de alto peso molecular, tais como: leite, gema de ovo ou lecitina de
soja; glucose ou frutose como fonte de energia; crioprotetores; outros aditivos,
como enzimas e antibiéticos (VISHWANATH e SHANNON, 2000; AIRES et al.
2003).

Os crioprotetores sdo substancias que se ligam a agua alterando seu
ponto de fusdo e interferindo no ponto de cristalizagdo. Removem os nucleos
de cristalizacdo e diminuem a faixa critica de temperatura na qual se formam
0s cristais responsaveis pela crioinjuria (AMORIM, 2006). Para que exercam
um efeito eficiente, o ideal é que o0s crioprotetores possuam baixo peso
molecular, alta solubilidade em agua e minima toxicidade (MEDEIROS, A. et
al.,, 2002; ALVARENGA et al., 2005). Podem ser classificados em
extracelulares (ndo penetrantes) ou intracelulares (penetrantes).

O crioprotetor penetrante mais utilizado € o glicerol, embora ja tenha
sido relatado que o etilenoglicol, o dimetilsulfoxido (DMSQO) e as amidas podem
alcancar resultados similares ou até mesmo superiores (MEDEIROS, A. et al.,
2002; SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al, 2005). Os agentes
crioprotetores penetrantes exercem acdo baseada em suas propriedades
coligativas ou propriedades de ligacdo com a molécula da agua, modificando
as caracteristicas desta molécula durante o processo de congelagéo, limitando
a formacdo de cristais de gelo, retardando o crescimento de cristais e
reduzindo as concentracdes de soluto nos meios extracelular e intracelular
(DALIMATA e GRAHAM, 1997). Estes agentes se ligam a molécula de agua

por pontes de hidrogénio, alterando a orientacdo dos cristais de gelo e,
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consequentemente, criando um ambiente menos nocivo a célula espermatica
(AMMAN e PICKET, 1987; DALIMATA e GRAHAM, 1997). Ainda, as ligacbes
de hidrogénio a molécula de &gua promovem uma estabilizacdo da
conformacdo das proteinas quaternarias da membrana, preservando-a da
desidratacdo (MEDEIROS, 2003).

Os agentes crioprotetores ndo penetrantes sao representados por
moléculas de alto peso molecular, como acgucares, lipoproteinas da gema de
ovo ou lecitina de soja, proteinas do leite e alguns aminoacidos (AMMAN e
PICKET, 1987; AIRES et al.,, 2003). Aumentam a osmolaridade do meio
extracelular, ou seja, tornam o ambiente hipertdnico promovendo a
desidratacdo pela saida de 4gua do interior da célula espermatica e reduzindo,
assim, a formacdo de cristais de gelo intracelular durante a congelacao
(AMMAN e PICKET, 1987; GONZALEZ, 2004).

A gema de ovo é frequentemente utilizada em protocolos de
criopreservacdo de sémen de diversas espécies conferindo protecdo
extracelular ao espermatozoide. As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da
gema de ovo, particularmente os fosfolipideos, sdo componentes efetivos na
preservacdo e protecdo dos espermatozoides contra o choque térmico.
Possivelmente, esta protecédo ocorre pela adesdo das lipoproteinas de baixa
densidade a membrana celular durante o processo de criopreservacao,
ocupando sitios especificos que tornam a membrana mais resistente
(MOUSSA et al., 2002), além de restaurar a perda de fosfolipideos, induzindo a
uma alteracdo transitéria da composicdo da membrana plasmatica e,
consequentemente, prevenindo a sua ruptura (FARSTARD, 1996).

Os fosfolipideos provenientes da gema de ovo também evitam o
aumento do calcio (Ca') intracelular durante a refrigeracdo do sémen,
prevenindo a disfuncdo e morte celular. Para tentar minimizar os danos
causados pelo Ca™ no ciclo de congelagdo, pode-se utilizar o etileno
diaminotetraacetato dissédico (EDTA) nos meios diluidores com o intuito de
guelar o calcio no meio extracelular, reduzindo seu influxo para o interior da
célula (WATSON, 1981; AMMAN e PICKET, 1987; JASKO et al., 1992).

As proteinas do leite atuam na criopreservacdo de sémen como tampéao
e apresentam propriedade quelante diante de metais pesados, contribuindo

para a diminuicdo dos efeitos provocados pelo choque térmico (SALAMON e
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MAXWELL, 2000). Melo et al. (2005) sugeriram que os diluentes a base de
gema de ovo apresentam maior capacidade de preservar a membrana
plasmatica dos espermatozoides do que 0s meios a base de leite desnatado.

Problemas relacionados ao uso de produtos de origem animal nos meios
de diluicdo, tais como risco de contaminacao microbiana e a diferenca existente
entre os lotes motivaram a realizacdo de pesquisas para substituir a gema de
ovo e/ou o leite pela lecitina de soja em diluentes para criopreservagao de
sémen (AURICH et al., 2007; ARIFIANTINI e YUSUF, 2010). Sugere-se que a
lecitina de soja e a gema de ovo protejam os fosfolipideos da membrana
espermatica e aumentem a tolerdncia a congelagdo (WATSON, 1981;
FOROUZANFAR et al., 2010).

Os lipideos da lecitina de soja, assim como o0s da gema de ovo
presentes nos crioprotetores, se associam fortemente a superficie da
membrana plasmatica proporcionando uma barreira fisica aos danos causados
pelo processo de congelacdo-descongelacdo pela adesdo a superficie da
membrana plasmatica (RICKER et al., 2006).

A lecitina (ou fosfatidilcolina) desempenha um importante papel na
regulacdo da funcéo fisiologica das membranas celulares nos animais (ZHANG
et al., 2009). Cerca de 10% dos lipideos provenientes da soja sao
representados pela lecitina, a qual acredita-se ser o componente ativo das
lipoproteinas de baixa densidade da gema de ovo, conferindo protecdo a célula
espermatica contra o choque térmico e aumentando a tolerancia a
criopreservacédo (THUN et al., 2002; AIRES et al., 2003; JEYENDRAN et al.,
2008). Existem autores que sugerem que a lecitina de soja efetua uma
protecdo mais eficiente ao espermatozoide do que a gema de ovo (DELLAQUA
JR. et al., 2007; ZHANG et al., 2009; KMENTA et al., 2011; ROOF et al. 2012).

Papa et al. (2011) testaram a substituicdo da gema de ovo pela lecitina
de soja utilizando como diluente base o Botu-Crio®. Foram avaliadas diversas
concentragcOes de lecitina de soja e os resultados referentes aos parametros
espermaticos foram similares ao diluente convencional Botu-Crio®, confirmando
o efeito protetor da lecitina de soja sobre os espermatozoides criopreservados.
Por outro lado, neste mesmo trabalho observou-se que as taxas de fertilidade
foram inferiores nos meios compostos por lecitina de soja, provavelmente, por

uma forte interacdo dos lipideos da lecitina de soja com a membrana
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plasmatica dos espermatozoides criopreservados, prejudicando o processo de
capacitacdo e, consequentemente, a fecundacao.

Em pesquisa realizada por Ricker et al. (2006), foi avaliado o efeito da
substituicdo da gema de ovo no meio de congelacdo de sémen equino
INRA82® pela fosfatidilcolina de soja e pela fosfatidilcolina de ovo. N&o houve
diferenca significativa entre os meios testados quanto aos parametros de
motilidade espermatica e integridade de membrana. Ainda, realizaram um
estudo preliminar de fertilidade destes meios e também n&do verificaram
desigualdade entre os meios INRA82® com fosfatidilcolina de soja e INRA82®
com fosfatidilcolina de ovo. Em relagdo aos parametros espermaticos, o
mesmo foi observado por Felicio et al. (2007), que compararam a eficacia de
um diluidor de sémen equino livre de componentes de origem animal (Botu-Crio
Egg Free®), a base de lecitina de soja, com um diluente convencional a base
de gema de ovo.

Além da espécie equina, diversas outras espécies tem sido alvo de
estudos para avaliar a criopreservacdo de sémen com meios a base de lecitina
de soja, dentre as quais: bovina (HISNSCH et al., 1997; AIRES et al., 2003;
DELL’AQUA JR. et al., 2007; CELEGHINI et al., 2008; FELIPE-SILVA et al.,
2011), ovina (GIL et al., 2003a; GIL et al., 2003b; FOROUZANFAR et al., 2010;
DEL VALLE et al., 2011), caprina (BITTENCOURT et al., 2008), bubalina
(AKHTER et al., 2010), canina (KMENTA et al., 2011), suina (ZHANG et al.,
2009) e humana (JEYENDRAN et al.,, 2008; REED et al.,, 2009), tendo
alcancado resultados satisfatorios.

DellAqua Jr. et al. (2007) testaram a viabilidade espermatica pos-
descongelacao utilizando os diluidores Tris-gema de ovo e Botu-Bov Egg Free®
na criopreservacdo do sémen bovino. O meio livre de gema de ovo apresentou
valores superiores ao Tris-gema de ovo na cinética espermatica, sendo
considerado uma alternativa para a congelacdo de sémen nesta espécie.
Também em 2007, o mesmo foi alcancado por Freitas et al., ao compararem a
viabilidade espermatica utilizando os meios anteriormente descritos em Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus. Em caprinos, Roof et al. (2012) compararam
o diluente Bioexcell® com um a base de gema de ovo (Irvine TYB) na

criopreservacdo de sémen. O meio composto por lecitina de soja promoveu
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motilidade total e progressiva significativamente maior que o meio comercial a
base de gema de ovo.

Em estudo realizado por Zhang et al. (2009), comparou-se o diluente a
base de lecitina de soja em diferentes concentragdes (3, 6, 9 e 12%) com
diluente contendo 20% de gema de ovo. A concentracdo de 6% de lecitina de
soja no meio de congelacéo obteve resultados superiores a gema de ovo e as
concentracbes maiores de lecitina de soja, nas caracteristicas de motilidade
espermatica, integridade de membrana plasmaética e integridade de acrossoma
em sémen de javali criopreservado. Akhter et al. (2011), também avaliaram
diferentes concentra¢gbes de lecitina de soja (5%, 10% e 15%) em meio de
congelacdo de sémen de bufalo e concluiram que 10% de lecitina de soja no
diluente melhora a motilidade, a integridade de membrana, a viabilidade e a
fertiidade do espermatozoide comparado a 20% de gema de ovo e demais
concentracoes testadas de lecitina de soja.

Hinsch et al. (1997) confrontaram o desempenho de um diluente a base
de gema de ovo (Triladyl®) e um meio a base de lecitina de soja (Biociphos®)
para criopreservacao de sémen bovino. Foram avaliados os parametros de
motilidade, viabilidade celular, integridade acrossomal e fertilidade. Os
pesquisadores ndo encontraram discrepancia significativa entre os meios,
levando a conclusdo de que ambos os diluentes possuem qualidade
equivalente para criopreservacdo de sémen bovino. Aires et al. (2003) nao
encontraram diferencas entre os meios a base de lecitina de soja (AndroMed®)
e a base de gema de ovo (Tris-gema) quanto as avaliagdes in vitro do nimero
de espermatozoides ligados a zona pelicida e capacidade de inducdo da
reacdo acrossomal. Entretanto, a motilidade espermatica pos-descongelacdo
foi consideravelmente inferior no sémen congelado com meio Tris-gema e a
taxa de n&o retorno ao cio foi significativamente maior no meio AndroMed®.

Na espécie ovina existem diversas publicacdes relatando a eficiéncia do
uso da lecitina de soja na criopreservacdo de sémen. Fukui et al. (2008)
consideraram viavel a substituicdo de meios compostos por gema de ovo por
meios a base de lecitina de soja para criopreservacdo de sémen de carneiros
ao verificarem similaridade entre os diluentes testados no que se refere a taxa

de fertilidade. Gil et al. (2003b) chegaram a mesma concluséo ao compararem
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a fertilidade do sémen de carneiro congelado com um diluente convencional a
base de leite e gema de ovo ao diluente a base de lecitina de soja, Bioexcell®.

Nem todos os pesquisadores obtiveram sucesso utilizando a lecitina de
soja em meios de congelacédo de sémen. Celeghini et al. (2008) verificaram que
o diluente Botu-Bov® foi mais eficaz na manutencéo da motilidade espermatica
e integridade de membrana que o diluente Bioexcell® no sémen bovino
congelado. Ao avaliarem a eficiéncia do meio Tris-gema de ovo sob dois
protocolos de congelagédo e do meio Biociphos-Plus® utilizando apenas um dos
protocolos para criopreservacdo de sémen bovino, Thun et al. (2002)
verificaram divergéncias entre os meios testados, havendo superioridade do
diluente Tris-gema de ovo na analise laboratorial e similaridade no teste de
fertilidade.

Em 2008, Bittencourt et al. realizaram um experimento no qual um dos
objetivos era avaliar a utilizagéo do diluente Bioexcell® na criopreservacdo do
sémen caprino. Este diluente apresentou o menor percentual de motilidade
total e progressiva ap0s a descongelacdo quando comparado aos diluentes a
base de Tris-gema de ovo.

Apesar de serem essenciais a sobrevivéncia dos espermatozoides
criopreservados, 0s crioprotetores podem provocar toxicidade em
concentracfes elevadas levando a lesdes celulares, danos osmoéticos e
prejudicando as interacdes entre o espermatozoide e o trato reprodutivo da
fémea, resultando em diminuicdo de fertilidade (GRAHAM, 1996; WATSON,
2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Por meio deste estudo, objetivou-se verificar o efeito da adicdo da
asolctina de soja ou da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio®, na

congelabilidade e fertilidade do sémen criopreservado de garanhdes.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos da adicéo da asolctina de soja ao diluente Botu-Crio® e
da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® sobre os parametros

espermaticos do sémen criopreservado de garanhoes;

e Verificar se a associacdo dos lipideos da asolctina de soja ou da
fosfatidilcolina de soja aos lipideos da gema de ovo presentes no
diluente Botu-Crio® confere maior protecdo & membrana plasmatica do

espermatozoide equino criopreservado;

e Avaliar os indices de fertilidade do sémen criopreservado de garanhdes
com diluente Botu-Crio®, Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e

Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos 2 experimentos complementares de acordo com 0s
objetivos anteriormente propostos. No Experimento |, foi verificado o efeito da
adicdo da asolctina de soja’ ou da fosfatidilcolina de soja® ao diluente Botu-
Crio® sobre os parametros espermaticos e integridade de membrana
plasmatica do sémen equino congelado. No Experimento II, foram avaliados os
indices de fertilidade do sémen equino criopreservado com Botu-Crio®, Botu-
Crio® acrescido de asolctina de soja e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina
de soja.

4.1 Experimento I. Efeito da adicdo da asolctina de soja ou da fosfatidilcolina
de soja ao diluente Botu-Crio® sobre os pardmetros espermaticos e integridade

de membrana do sémen equino congelado.

4.1.1 Animais e local da pesquisa

Para as atividades referentes ao Experimento |, foram utilizados trés
garanhdes das ragas Puro Sangue Inglés, Mangalarga Marchador e Quarto de
Milha, com idade de 8, 12 e 22 anos, respectivamente, submetidos a regime
regular de colheita de sémen. A motilidade progressiva espermatica pos-
congelacdo dos trés garanhdes era inferior a 30%. Os animais eram
pertencentes ao Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Botucatu, SP.

A colheita do sémen, analise laboratorial, processamento, congelacdo e
estocagem das amostras foram conduzidos no CERAN (Centro de
Biotecnologia e Diagnéstico em Reproducdo Animal) pertencente ao
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Botucatu, SP.

! Sigma 11145 (Asolctina obtida de soja)
? Sigma P5638 (L-a-Phosphatidylcholine from soybean, Type 1I-S)
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4.1.2 Preparacao dos diluentes

Os dois diluentes de congelacédo foram preparados utilizando como base
0s componentes presentes no Botu-Crio®. Para isso, foi adicionado OEP
(orvus-Es paste) a agua e esta solugcdo foi separada em 2 amostras: uma
recebeu adicdo de asolctina de soja na concentracdo de 10g/L e outra, de
fosfatidilcolina de soja na concentracdo de 10g/L. Depois do acréscimo dos
lipideos da soja, as amostras foram homogeneizadas, foi adicionado gema de
ovo na concentracdo de 10% e a solucdo base “powder” presente no Botu-
Crio®, sendo cada amostra novamente homogeneizada. Em seguida, foram
levadas a centrifuga refrigerada (Cientec, CT-6000 R) a 5°C por 99 minutos, foi
retirado o sobrenadante, realizada a correcdo do pH e da osmolaridade,
adicionado o crioprotetor e realizado o armazenamento a -20°C em frascos

contendo 100mL.

4.1.3 Colheita de sémen

Previamente a colheita dos 19 ejaculados, foi realizada a higienizagao
do pénis dos garanhdes com agua corrente para a remocao das sujidades. O
sémen foi colhido com a utlizacdo de vagina artificial modelo Botucatu
(Botupharma Botucatu/ME Ltda., SP, Brasil), com temperatura entre 40°C e

42°C, em manequim inanimado.

4.1.4 Analise, processamento e criopreservacao do sémen

Apés a colheita, o sémen foi imediatamente filtrado para remoc¢édo da
fracdo gel e de sujidades. A concentracdo espermatica foi avaliada com auxilio
de uma camara de Neubauer e microscopio 6ptico de contraste de fase sob
aumento de 200x, utilizando o fator de diluicdo de 1 parte de sémen para 19
partes de agua destilada. O numero de espermatozoides contados foi
multiplicado por 1000 e expresso em numero de espermatozoides por milimetro

cutibico (mm>).
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Os parametros de cinética espermatica foram avaliados por analise
computadorizada dos movimentos espermaticos - CASA (HTM-IVOS 12;
Hamilton-Thorne Research, Danvers, MA, USA), depositando-se uma aliquota
de 10pL de sémen em uma camara de Makler (Makler Counting Chamber®,
Sefi-Medical Instruments Itd., Haifa, Israel) pré-aquecida a 37°C. Em cada
amostra foram avaliadas, no minimo, 500 células.

Para a criopreservacao do ejaculado, foi empregada a técnica descrita
por Papa et al. (2008). O sémen foi diluido em meio diluente a base de leite
desnatado e glicose (Botu-Sémen®, Botupharma Botucatu/ME Ltda., SP, Brasil)
em uma proporgédo de 1:1 (meio:sémen) e, posteriormente, dividido em trés
aliguotas que foram centrifugadas a 600xg por 10 minutos. Apds a
centrifugacgéo, o sobrenadante foi desprezado e os pellets ressuspendidos para
a concentracdo de 200x10° de espermatozoides viaveis/mL, sendo uma
amostra com meio diluente de congelacdo Botu-Crio® (Botupharma
Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil), uma amostra com Botu-Crio®
acrescido de asolctina de soja e outra com Botu-Crio® acrescido de
fosfatidilcolina de soja.

As amostras de cada protocolo foram envasadas em palhetas francesas
de 0,5mL previamente identificadas com o nome do garanhdo, partida da
colheita do ejaculado e protocolo de congelacdo. Depois de lacradas com
alcool polivinilico, as palhetas foram distribuidas em uma grade e refrigeradas a
5°C durante 20 minutos em geladeira Minitub® (Minitub do Brasil Ltda), na taxa
de 0,5°C/minuto e, decorrido este periodo, foram destinadas a congelagéo na
maquina automatizada TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelacdo Ltda,
Uberaba, Minas Gerais, Brasil) na velocidade de 15°C/minuto entre 5°C e -10°C
e velocidade de 40°C/minuto entre -10°C e -140°C (MAZIERO et al., 2012). Em

seguida, foram imersas em nitrogénio liquido e estocadas em botijao.

4.1.5 Descongelacéo e anélise do sémen

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 46°C por 20
segundos, seguindo a técnica descrita por Del’Aqua Jr. et al. (2001). A analise

de cinética espermatica das amostras foi realizada por meio do método
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computadorizado, considerando as seguintes variaveis: motilidade total (MT,
%), representada pela soma de todas as células méveis; motilidade progressiva
(MP, %) - porcentagem de células que apresentam movimento progressivo;
velocidade de trajeto (VAP, uym/s) - velocidade média ininterrupta do trajeto da
célula; velocidade linear progressiva (VSL, pm/s) - velocidade média percorrida
em linha reta entre os pontos inicial e final do trajeto; velocidade curvilinear
(VCL, pm/s) - velocidade média mensurada de ponto a ponto do trajeto
percorrido pela célula espermatica; e espermatozoides rapidos (RAP; %).

A Integridade da Membrana Plasmatica (IMP, %) foi analisada pela
combinacdo das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina,
permedvel as células com membrana integra, e iodeto de propidio, permeavel
as células com membrana lesada, de acordo com a técnica descrita por
Harrison e Vickers (1990). As amostras foram analisadas entre lamina e
laminula em microscopio de epifluorescéncia sob aumento de 400x. Foram
contadas 100 células esperméticas, sendo consideradas integras as células
emitindo fluorescéncia verde e, lesadas, as com fluorescéncia vermelho ou
verde e vermelho. O resultado foi expresso em porcentagem de células
integras.

4.1.6 Andlise estatistica

As médias de cada variavel resposta entre os grupos testados foram
comparadas pela andlise de variancia (LITTELL et al.,, 2006; PROC MIXED,
SAS Institute, 2009). O teste de Wilcoxon (PROC NPAR1IWAY, SAS Institute,
2009) foi utilizado para comparar a porcentagem média de espermatozoides
rapidos entre os grupos testados devido a distribuicdo assimétrica.
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4.2 Experimento Il: Avaliacdo dos indices de fertilidade do sémen equino
criopreservado com Botu-Crio®, Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e

Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja.

4.2.1 Animais e local da pesquisa

Na segunda etapa experimental, foram utilizadas 19 éguas pertencentes
ao Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Botucatu, SP.

O teste de fertilidade foi realizado no CERBEQ (Centro de Reproducao e
Biotecnologia Equina), Campus do Lageado — FMVZ-UNESP - Botucatu - SP.

4.2.2 Teste de fertilidade

As éguas foram monitoradas diariamente por palpacdo retal e
ultrassonografia. Quando detectado foliculo com diametro médio de 35mm, foi
administrado 1mg de acetato de deslorelina por via intramuscular como indutor
da ovulagao.

Decorridas 33 horas apos a inducdo da ovulacdo, as éguas foram
monitoradas a cada 6 horas até a constatacdo da ovulacdo e foram
inseminadas uma Unica vez, até 6 horas apés a ovulacdo, de acordo com 0s
grupos a serem testados, totalizando 46 inseminagbes. Destas, 15
inseminacées foram com Botu-Crio®, 15 com Botu-Crio® associado a asolctina
de soja e 16 com Botu-Crio® associado a fosfatidilcolina de soja.

Na tentativa de excluir possiveis efeitos individuais relacionados aos
garanhdes utilizados no experimento, optou-se pela inseminacao artificial com
“‘pool” de espermatozoides dos trés garanhdes, evitando-se a influéncia do
reprodutor sobre os indices de fertilidade.

Para a inseminacdo, foram descongeladas a 46°C por 20 segundos,
duas palhetas de cada garanhdo, totalizando 600x10° de espermatozoides
vidveis pré-congelacdo. Estes foram depositados na extremidade do corno
uterino ipsilateral a ovulagéo através do desvio por manipulacao retal da pipeta
flexivel (Minitub do Brasil Ltda).
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O diagnostico de gestacdo foi realizado entre 12 e 15 dias apls a

ovulacao, com auxilio de ultrassom modelo Falcon (Pie Medical, Holanda).

4.2.3 Andlise estatistica

O teste Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher (PROC FREQ, SAS
Institute, 2009) foi usado para comparar a proporcdo de éguas prenhes por
grupo. O nivel de significancia estatistica foi definido em 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Experimento |: Efeito da adicdo da asolctina de soja ou da fosfatidilcolina
de soja ao diluente Botu-Crio® sobre os parametros espermaticos e integridade
de membrana do sémen equino congelado.

Os resultados encontrados para cada uma das variaveis do movimento
espermatico e integridade de membrana de acordo com o meio de diluicdo

utilizado estdo demonstrados na Tabela 1 e nas Figuras 3 e 4.

TABELA 1: Valores médios e desvios padrdo dos parametros espermaticos
pés-descongelacdo de sémen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-
Crio® acrescido de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de

fosfatidilcolina de soja (BC+Fc).

Variaveis BC BC + Ac BC + Fc
MT (%) 69,16 + 9,28 64,63 + 11,05 68,47 £ 7,92
MP (%) 25,00 + 5,43 23,26 + 5,63 26,16 + 5,50
VAP (um/s) 100,89 + 14,72 102,47 £13,09 101,26 + 13,78
VSL (uml/s) 75,16 + 8,47 76,21 + 8,07 76,00 + 8,80
VCL (ums) 182,74 +22,18  186,11+19,52 182,95+ 21,32
RAP (%) 53,16 + 12,77 50,00 + 14,29 53,16 + 13,28
IMP (%) 39,37 + 8,82 39,95 +£ 9,52 41,63 £ 9,24

MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, VAP: velocidade de trajeto, VSL: velocidade
linear progressiva, VCL: velocidade curvilinear, RAP: espermatozoides rapidos, IMP:

integridade de membrana plasmatica.

N&o foram observados efeitos significativos (P>0,05) entre os meios
Botu-Crio®, Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja e Botu-Crio® adicionado
de fosfatidilcolina de soja sobre as variaveis de motilidade total (MT, %);

motilidade progressiva (MP, %); velocidade de trajeto (VAP, um/s); velocidade
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linear progressiva (VSL, pm/s); velocidade curvilinear (VCL, um/s); e
espermatozoides rapidos (RAP; %). O mesmo foi verificado em relacdo a
integridade de membrana plasmatica, a qual também néo diferiu
significativamente (P>0,05) entre os meios diluentes testados.
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FIGURA 3: Comparacdo entre os parametros de motilidade total (MT; %), motilidade
progressiva (MP; %), espermatozoides rapidos (RAP; %) e integridade de membrana
plasmatica (IMP; %) de sémen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido de

asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc).
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FIGURA 4: Comparagéo entre os parametros de velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade
linear progressiva (VSL; um/s) e velocidade curvilinear (VCL; upm/s) de sémen equino
congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-

Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc).
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6.2 Experimento Il: Avaliacdo dos indices de fertilidade do sémen equino
criopreservado com Botu-Crio®, Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e
Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja.

O indice de concepcdo das éguas inseminadas com Botu-Crio®, Botu-
Crio® acrescido de asolctina de soja e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina
de soja (Figura 5) foram, respectivamente: 46,7% (7/15), 13,3% (2/15) e 37,5%
(6/16). A partir destes resultados ndo foi identificada diferenca significativa
(P>0,05) nas taxas de prenhez entre os grupos estudados. Entretanto, foi
verificada uma tendéncia a maior taxa de fertilidade do grupo Botu-Crio®
quando comparado ao Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja (P=0,10).
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FIGURA 5: Comparacdo entre os indices de fertilidade de éguas inseminadas com sémen
equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja (BC+Ac) e

Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc).
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7 DISCUSSAO

O desenvolvimento de diluentes quimicamente definidos tem despertado
grande interesse de pesquisadores em diversos paises. A maior parte dos
meios de diluicdo de sémen é composta por leite desnatado e/ou gema de ovo
como fonte de lipoproteinas para conferir protecdo as ceélulas espermaticas do
choque térmico e outras injarias.

Os meios a base de lecitina de soja ou contendo lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) foram desenvolvidos para substituir a gema de ovo e leite
mediante o argumento de que os componentes de origem animal representam
um potencial risco de contaminacdo microbioldgica. Entretanto, pouco se
conhece sobre o efeito da associacdo dos lipideos da soja aos lipideos da
gema de ovo no sémen equino criopreservado, propésito desta pesquisa.

No presente estudo, adicionou-se asolctina de soja ao diluente Botu-
Crio® e fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® com o intuito de verificar
se a unido entre os lipideos da soja e da gema de ovo proporcionam maior
protecdo ao espermatozoide de garanhdes e maior indice de fertilidade. Em
contrapartida aos outros relatos descritos na literatura, neste trabalho a gema
de ovo nao foi substituida pela lecitina de soja, mas sim, associada a mesma.

Os resultados encontrados no Experimento | permitiram constatar que
tanto a adicdo da asolctina de soja quanto a adicdo de fosfatidilcolina de soja
ao diluente Botu-Crio® foi similarmente eficaz ao diluente convencional Botu-
Crio® no que se refere a integridade de membrana plasmética e aos
parametros espermaticos de motilidade total, motilidade progressiva,
velocidade de trajeto, velocidade linear progressiva, velocidade curvilinear e
espermatozoides rapidos. Estes resultados corroboram com os descritos por:
Ricker et al. (2006); Felicio et al. (2007); Papa et al. (2011), que também
trabalharam com a espécie equina. Estudos envolvendo outras espécies,
como: bovina (HINSCH et al., 1997); bubalina (AKHTER et al., 2010); ovina
(GIL et al, 2003a; FOROUZANFAR et al, 2010; PAZ et al., 2010;
KASIMANICKAM et al.,, 2011); canina (KMENTA et al.,, 2011) e humana
(JEYENDRAN et al., 2008; REED et al., 2009) obtiveram resultados similares.

No que se refere aos pardmetros esperméticos e integridade de

membrana, os resultados obtidos no Experimento | foram semelhantes aos
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encontrados por Ricker et al. (2006). Tanto a presenca da fosfatidilcolina de
soja quanto da fosfatidilcolina de ovo nos meios de diluicdo promoveu
diminuicdo dos danos causados pelo processo de congelagéao e descongelacdo
por se associarem a superficie da membrana. No Experimento |, a associacao
entre os lipideos da soja e da gema de ovo mantiveram esta caracteristica
comparada ao diluente composto apenas por gema de ovo. Papa et al. (2011)
também concluiram que diluentes a base de lecitina de soja séo téo eficientes
guanto o meio a base de gema de ovo na criopreservacao do sémen equino ao
compararem o Botu-Crio® com diferentes concentracées de BCLS (Botu-Crio®
sem gema de ovo e com lecitina de soja).

Diferente deste estudo, Dell’Aqua Jr. et al. (2007) e Zhang et al. (2009)
observaram superioridade dos meios a base de lecitina de soja em relacé&o aos
meios a base de gema de ovo ao avaliarem sémen congelado de bovinos e
javalis, respectivamente. Entretanto, Zhang et al. (2009) verificaram que quanto
maior a concentracdo da lecitina de soja utilizada nos diluentes, menor é a
porcentagem de membrana plasmatica integra e de motilidade espermatica.
Este achado foi atribuido ao fato da lecitina de soja ser menos viscosa que a
gema de ovo. Conforme a concentracdo de lecitina de soja é elevada, a
viscosidade aumenta, dificultando a movimentacdo espermatica. Aires et al.
(2003) também sugeriram que melhores resultados de motilidade no meio a
base de lecitina de soja pode ser consequéncia da alta viscosidade e presenca
de debris nos diluidores compostos por gema de ovo, afetando a funcéo
espermatica. A combinacdo da asolctina de soja e da fosfatidilcolina de soja
com a gema de ovo nédo alterou a viscosidade do meio no presente estudo,
uma vez que a adicdo de OEP (agente emulsificante) e o processo de
centrifugacdo sdo responsaveis por diminuir a viscosidade, ndo havendo
alteracdo na motilidade espermatica.

Discordando dos achados deste trabalho, alguns pesquisadores
perceberam piora na qualidade do sémen criopreservado com diluente a base
de lecitina de soja. Wagtendonk-de Leeuw et al. (2000) afirmaram que os
efeitos benéficos exercidos pela gema de ovo dificilmente sdo alcancados por
outros agentes. Estes autores observaram motilidade superior no sémen
bovino congelado com meio a base de gema de ovo, provavelmente, pela

maior viscosidade e presenca de debris no meio Biociphos Plus®, o qual
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apresentou comprometimento na fertilidade. O mesmo foi observado por Thun
et al. (2002) ao compararem o diluidor Tris-gema com Biociphos-Plus® e por
Celeghini et al. (2008) ao confrontarem os meios Botu-Bov® e Bioexcell®.

Forouzanfar et al. (2010) sugerem que altas concentracdes de lecitina de
soja podem ser toxicas ao espermatozoide, prejudicando a motilidade e
viabilidade, enquanto elevadas concentracbes de gema de ovo sao
necessarias para preservar estas caracteristicas. Este efeito toxico da lecitina
de soja néao foi observado no Experimento |.

No Experimento I, os indices de prenhez foram semelhantes entre os
grupos testados. A adicdo de asolctina de soja e de fosfatidilcolina de soja ao
diluente Botu-Crio® ndo interferiu negativamente na estrutura do
espermatozoide e, consequentemente, na capacidade de fertilizacao.
Entretanto, houve uma tendéncia a maior taxa de fertilidade do diluente Botu-
Crio® em relacdo ao diluente associado & asolctina de soja. Possivelmente, a
concentracdo de asolctina utilizada pode ter acarretado uma maior inibicdo dos
fatores ligados a capacitacdo devido a um aumento na rigidez da membrana,
como observado por Zahn et al. (2002) ao incorporarem colesterol na
membrana de espermatozoides de equinos, prejudicando o processo de
fertilizacdo. Ao realizarem a inclusédo do colesterol por meio da ciclodextrina na
membrana plasmatica, estes autores perceberam que a fertilidade do sémen
equino congelado reduziu consideravelmente. O baixo ndamero de
inseminacdes pode ter mascarado uma diferenca estatistica no presente
estudo.

Em pesquisa realizada por Zeron et al. (2002), foi constatado que a
fosfatidilcolina de ovo (fosfolipideo fluido) diminuiu a temperatura de transicdo
lipidica da membrana espermatica e reduziu, consequentemente, a
sensibilidade ao processo de refrigeracao. Entretanto, a
dipalmitoilfosfatidilcolina, fosfolipideo sintético mais rigido que a fosfatidilcolina
de ovo, obteve o efeito oposto por permitir menor mobilidade entre os
constituintes da membrana. A asolctina de soja, assim como a
dipalmitoilfosfatidilcolina, provavelmente possui uma rigidez maior que 0S
lipideos da gema de ovo, 0 que pode ter, discretamente, dificultado o processo
de fertilizacao pela forte interacdo com a membrana plasmética.
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Ricker et al. (2006) relataram semelhanca estatistica em estudo
preliminar de fertilidade dos meios INRA82® com fosfatidilcolina de soja e
INRA82® com fosfatidilcolina de ovo, concordando com os achados do
Experimento Il. Papa et al. (2011) também n&o observaram diferenca nos
indices de concepcdo nos meios compostos por lecitina de soja nas
concentracbes de 10g/L e 20g/L comparados com meio a base de gema de
ovo. Entretanto, observaram indice de fertilidade inferior ao Botu-Crio® quando
substituiram a gema de ovo por uma concentragdo elevada de lecitina de soja
(45g/L), confirmando o efeito prejudicial da lecitina em concentracbes muito
altas. Isto foi atribuido a fatores como: aderéncia macica dos lipideos da
lecitina de soja na superficie da membrana plasmatica em funcdo da alta
concentracédo; modificagcdes da composicdo da membrana; forte interagcdo dos
lipideos da lecitina de soja com a membrana; inibicdo dos fatores ligados a
capacitacao pela elevada concentracao de lecitina de soja.

Os resultados obtidos no Experimento Il estdo em consonéancia com Gil
et al. (2003b), os quais estudaram a taxa de fertilidade do sémen congelado de
carneiros utilizando o Bioexcell® e um outro diluente & base de leite e gema de
ovo, ndo havendo diferenca estatistica entre os meios testados. O mesmo
resultado foi obtido por Fukui et al. (2008), constatando que o0 meio a base de
lecitina de soja Andromed® pode substituir diluentes a base de gema de ovo no
sémen ovino criopreservado.

Novos estudos devem ser conduzidos para que se consiga obter uma
concentracdo minima de lecitina de soja em substituicdo a gema de ovo nos
diluentes de congelagdo, evitando o aumento da viscosidade do meio e a
aderéncia macica na superficie da membrana plasmatica dos espermatozoides
prejudicando, consequentemente, a motilidade e fertilidade do sémen equino

congelado.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa permitiram concluir que:

tanto a adicdo da asolctina de soja quanto da fosfatidilcolina de soja ao
diluente Botu-Crio® apresentaram eficacia similar ao diluente Botu-Crio®
convencional no que se refere aos parametros espermaticos do sémen

criopreservado de garanhdes;

a associacao dos lipideos da asolctina de soja a gema de ovo e da
fosfatidilcolina de soja a gema de ovo conferiram o mesmo grau de
protecdo a membrana plasmatica do espermatozoide congelado com o

diluente convencional Botu-Crio®:

os indices de fertiidade do sémen criopreservado de garanhdes foi
semelhante entre os diluentes Botu-Crio®, Botu-Crio® adicionado de
asolctina de soja e Botu-Crio® adicionado de fosfatidilcolina de soja.
Entretanto, houve uma tendéncia a maior taxa de fertilidade do diluente

Botu-Crio® quando comparado ao diluente associado & asolctina de soja.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adicdo da asolctina ou da
fosfatidilcolina de soja em diluente a base de gema de ovo sobre parametros
espermaticos e fertilidade de sémen equino congelado. No Experimento |, dezenove
ejaculados de trés garanhdes foram criopreservados utilizando trés diluentes: Botu-
Crio® (BC), Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio®
adicionado de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc), para avaliacdo dos parametros de
cinética espermatica e integridade de membrana plasmatica. No Experimento I,
comparou-se a taxa de fertilidade referente aos trés meios de congelacdo por meio de
inseminagdo artificial das éguas com “pool” de espermatozoides dos trés garanhdes.
N&o houve diferenca significativa no que se refere aos parametros espermaticos de
motilidade total (69,16+9,28; 64,63+11,05; 68,47+7,92), motilidade progressiva
(25,0045,43; 23,2645,63; 26,16+5,50), integridade de membrana plasmatica
(39,37+8,82; 39,95+9,52; 41,63+9,24) e indice de concepcao (46,7%, 13,3%, 37,5%)
entre os meios BC, BC+Ac e BC+Fc, respectivamente. Entretanto, existiu uma
tendéncia a maior taxa de fertilidade do diluente Botu-Crio® quando comparado ao

meio adicionado de asolctina de soja. Conclui-se que tanto a adi¢do da asolctina de soja
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quanto da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® apresenta a mesma eficacia
que o diluente Botu-Crio® na criopreservacdo de sémen equino.

Palavras-chave: criopreservacdo, garanhdo, lecitina de soja, sémen

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of addition of soybean asolectin and
phosphatidylcholine in an egg yolk-based extender on sperm parameters and fertility of
frozen equine semen. In Experiment I, nineteen ejaculates from three stallions were
submitted to cryopreservation process using three freezing extenders: Botu-Crio" (BC),
Botu-Crio” with soybean asolectin (BC+Ac) and Botu-Crio" with soybean
phosphatidylcholine (BC+Fc), for further evaluation of kinetic parameters and sperm
plasma membrane integrity. In Experiment Il, the fertility rates from the three freezing
extenders were compared through artificial insemination in mares using a sperm “pool”
of three stallions. No significant differences were found on sperm parameters of total
motility (69.16+9.28; 64.63+11.05; 68.47+£7.92); progressive motility (25.00+5.43,;
23.26+5.63; 26.16+£5.50); plasma membrane integrity (39.374£8.82; 39.95+9.52;
41.63+9.24) and fertility rates (46.7%, 13.3%, 37.5%), for the BC, BC+Ac and BC+Fc
groups, respectively. However, the tendency toward higher (P>0.05) fertility rates in
Botu-Crio” (BC) freezing extender than the freezing extender containing soybean
asolectin (BC + Ac). Based in these results, it is concluded that the both addition of
soybean asolectin and phosphatidylcholine to Botu-Crio" freezing extender has the
same effectiveness as the conventional Botu-Crio" used in the cryopreservation of
equine semen.

Keywords: cryopreservation, stallion, soybean lecithin, semen

INTRODUCAO

A criopreservacao de sémen é uma biotecnologia de grande impacto na industria
equina, uma vez que permite a maximizacdo do potencial genético do reprodutor,
permitindo maior nimero de descendentes de garanhdes de alto valor genético, bem
como o armazenamento de material genético de animais que ndo possam, temporaria ou
permanentemente, ser utilizados com fins reprodutivos; reduz os custos de transporte e

aumenta o controle de doengas sexualmente transmissiveis (SQUIRES et al., 1999).
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Apesar das inumeras vantagens na utilizacdo do sémen congelado, seu uso tem
sido limitado pela reducdo da fertilidade ocasionada durante o processo de congelagéo-
descongelagdo do sémen de alguns garanhdes (SQUIRES et al., 2004), havendo
diminuicdo na viabilidade da célula espermética (WATSON, 2000; ORTEGA-
FERRUSOLA et al., 2009). Os garanhdes podem ser classificados como bons
congeladores ou maus congeladores, de acordo com as caracteristicas de motilidade
espermatica pés-descongelagdo (HOFFMAN et al., 2011), podendo ocorrer variagdes
ndo apenas entre diferentes garanhdes, mas entre ejaculados de um mesmo reprodutor.

Os diluidores de sémen sdo constituidos por substancias que permitem a
preservacao da integridade da membrana plasmatica mediante a estabilizacdo do pH do
meio, a neutralizacdo de produtos toxicos produzidos pelos espermatozoides, a protecao
contra o choque térmico, a manutencdo do equilibrio eletrolitico e osmético, a inibicdo
do crescimento bacteriano e o fornecimento de energia (FURST, 2006). Os aspectos que
determinam o sucesso da criopreservacao sdo a toxicidade e o estresse osmotico que as
células espermaticas sdo expostas quando utilizadas altas concentracdes de
crioprotetores (ALVARENGA et al. 2005), sendo a gema de ovo, o leite e o glicerol os
mais comumente encontrados nos meios de congelagéo.

O leite e a gema de ovo auxiliam na estabilizacdo da membrana plasmatica
durante os ciclos de congelacéo e descongelacao, prevenindo as injurias causadas pelo
choque térmico (ARIFIANTINI e YUSUF, 2010). Entretanto, por questdes ligadas ao
risco de veiculagdo de agentes contaminantes, diluidores a base de lecitina de soja tem
sido testados para substituir os componentes de origem animal nos meios de congelagédo
de sémen e para otimizar a qualidade do mesmo.

Os diluentes de congelagcdo compostos por lecitina de soja tém sido incluidos em
estudos realizados com sémen de diversas espécies e 0s resultados promissores
incentivam ainda mais a busca pela concentracdo ideal deste componente para
minimizar os danos provocados pelo processo de criopreservacdao (HINSCH et al.,
1997; GIL et al., 2003a; RICKER et al., 2006; FELICIO et al., 2007; JEYENDRAN et
al., 2008; REED et al., 2009; FOROUZANFAR et al., 2010; PAZ et al.,, 2010;
AKHTER et al., 2010; AKHTER et al., 2011; PAPA et al., 2011; KASIMANICKAM,
2011; KMENTA et al., 2011).

Apesar dos diversos estudos envolvendo diluentes livres de componentes de
origem animal, pouco se conhece sobre a associacdo entre os lipideos da lecitina de soja

e os lipideos da gema de ovo nos meios de congelagdo para criopreservacdo do sémen
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equino. Neste intuito, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adi¢do da
asolctina de soja ou da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® sobre os

pardmetros espermaticos e indices de fertilidade do sémen congelado de garanhdes.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa em questdo atendeu aos requisitos impostos pela Comisséo de Etica
no uso de animais de acordo com o0s principios éticos na experimentagdo animal da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP, campus Botucatu,
recebendo o protocolo nimero 210/2011 — CEEA.

Foram conduzidos 2 experimentos complementares de acordo com 0s objetivos
propostos. No Experimento 1, foi verificado o efeito da adic&o da asolctina de soja* ou
da fosfatidilcolina de soja” ao diluente Botu-Crio® sobre os parametros espermaticos e
integridade de membrana do sémen equino congelado. No Experimento II, foram
avaliados os indices de fertilidade do sémen equino criopreservado com Botu-Crio®,
Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de
soja.

Para as atividades referentes ao Experimento |, foram utilizados trés garanhdes
das racas Puro Sangue Inglés, Mangalarga Marchador e Quarto de Milha, submetidos a
regime regular de colheita de sémen, pertencentes ao Departamento de Reproducéo
Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia —
UNESP - Botucatu, SP.

A colheita do sémen, andlise laboratorial, processamento, congelacdo e
estocagem das amostras foram conduzidos no CERAN (Centro de Biotecnologia e
Diagndstico em Reprodugdo Animal) pertencente ao Departamento de Reproducéo
Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
UNESP — Botucatu, SP.

Os dois diluentes de congelacdo foram preparados utilizando-se como base 0s
componentes presentes no Botu-Crio®. Para isso, foi adicionado OEP (orvus-Es paste) &
agua e esta solucdo foi separada em 2 amostras: uma recebeu adi¢do de asolctina de soja
na concentracdo de 10g/L e outra, de fosfatidilcolina de soja na concentracéo de 10g/L.
Depois do acréscimo dos lipideos da soja, as amostras foram homogeneizadas e a

! Sigma 11145 (Asolctina obtida de soja)
? Sigma P5638 (L-a-Phosphatidylcholine from soybean, Type 1I-S)
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solucdo base “powder” presente no Botu-Crio® foi adicionado a cada uma, sendo
novamente homogeneizada. Em seguida, foram levadas a centrifuga refrigerada
(Cientec, CT-6000 R) a 5°C por 99 minutos, foi retirado o sobrenadante, realizada a
corregdo do pH e da osmolaridade, adicionado o crioprotetor e realizado o
armazenamento a -20°C em frascos contendo 100mL.

Previamente a colheita dos ejaculados, foi realizada a higienizacdo do pénis dos
garanhdes com agua corrente para a remocao das sujidades. O sémen foi colhido com a
utilizacdo de vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma Botucatu/ME Ltda., SP,
Brasil), com temperatura entre 40°C e 42°C, em manequim inanimado.

Apos a colheita, o sémen foi imediatamente filtrado para remocdo da fracdo gel
e de sujidades. A concentracdo espermatica foi avaliada com auxilio de uma camara de
Neubauer e microscopio dptico de contraste de fase, sob o aumento de 200X, utilizando
o fator de diluicdo de 1 parte de sémen para 19 partes de agua destilada. O nimero de
espermatozoides contados foi multiplicado por 1000 e expresso em numero de
espermatozoides por milimetro ctbico (mm?®).

Os parametros de cinética espermatica foram avaliados por analise
computadorizada dos movimentos espermaticos - CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-
Thorne Research, Danvers, MA, USA), depositando-se uma aliquota de 10pL de sémen
em uma camara de Makler (Makler Counting Chamber®, Sefi-Medical Instruments Itd.,
Haifa, Israel) pré-aquecida a 37°C. Em cada amostra foram avaliadas, no minimo, 500
celulas.

Para a criopreservacdo do ejaculado, foi empregada a técnica descrita por Papa
et al. (2008), na qual o sémen foi diluido em meio diluente & base de leite desnatado e
glicose (Botu-Sémen®, Botupharma Botucatu/ME Ltda., SP, Brasil) em uma proporcéo
de 1:1 (meio:sémen) e, posteriormente, dividido em trés aliquotas que foram
centrifugadas a 600xg por 10 minutos. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e os pellets ressuspendidos para a concentracdo de 200x10° de
espermatozdides viaveis/mL, sendo uma amostra com meio diluente de congelagdo
Botu-Crio® (Botupharma Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil), uma amostra com
Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e outra com Botu-Crio® acrescido de
fosfatidilcolina de soja.

As amostras de cada protocolo foram envasadas em palhetas francesas de
0,5mL, previamente identificadas com o nome do garanh&o, partida da colheita do

ejaculado e protocolo de congelacéo e, em seguida, lacradas com alcool polivinilico. As
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palhetas foram distribuidas em uma grade e refrigeradas a 5°C durante 20 minutos em
geladeira Minitub® (Minitub do Brasil Ltda), na taxa de 0,5°C/minuto e, decorrido este
periodo, foram destinadas a congelacdo na maquina automatizada TK® 4000C (TK
Tecnologia em Congelacdo Ltda, Uberaba, Minas Gerais, Brasil), na velocidade de
15°C/minuto entre 5°C e -10°C e velocidade de 40°C/minuto entre -10°C e -140°C.
Ap0s, foram imersas em nitrogénio liquido e estocadas em botijao.

As palhetas foram descongeladas em banho-maria, a 46°C por 20 segundos,
segundo a técnica descrita por Dell’Aqua Jr. et al. (2001). A andlise de cinética
espermatica das amostras foi realizada por meio do método computadorizado,
considerando as seguintes variaveis: motilidade total (MT, %); motilidade progressiva
(MP, %); velocidade de trajeto (VAP, um/s); velocidade linear progressiva (VSL,
um/s); velocidade curvilinear (VCL, um/s); e espermatozoides rapidos (RAP; %).

A Integridade da Membrana Plasmatica (IMP, %) foi analisada pela combinacéo
das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina, permeével as células com
membrana integra, e iodeto de propidio, permeavel as células com membrana lesada, de
acordo com a técnica descrita por Harrison & Vickers (1990). As amostras foram
analisadas entre ldmina e laminula em microscépio de epifluorescéncia, sob aumento de
400x. Foram contadas 100 células espermaticas, sendo consideradas integras as células
emitindo fluorescéncia verde e, lesadas, as com fluorescéncia vermelho ou verde e
vermelho. O resultado foi expresso em porcentagem de células integras.

Na segunda etapa experimental, foram utilizadas 19 éguas pertencentes ao
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Botucatu, SP.

O teste de fertilidade foi realizado no CERBEQ (Centro de Reproducdo e
Biotecnologia Equina), no Posto de Monta, Campus do Lageado — FMVZ — UNESP —
Botucatu - SP.

As éguas foram monitoradas diariamente por palpacdo retal e ultrassonografia.
Quando detectado foliculo com didmetro médio de 35mm, foi administrado 1mg de
acetato de deslorelina, por via intramuscular, como indutor da ovulacdo. Decorridas 33
horas ap6s a inducdo da ovulacdo, as éguas foram monitoradas a cada 6 horas até a
constatacdo da ovulacao e, entdo, foram inseminadas de acordo com 0S grupos a serem
testados, totalizando 46 inseminacdes. Destas, 15 inseminacdes foram com Botu-Crio®,
15 com Botu-Crio® associado & fosfatidilcolina de soja e 16 com Botu-Crio® associado

a asolctina de soja.
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Na tentativa de excluir possiveis efeitos individuais relacionados aos garanhdes
utilizados no experimento, optou-se pela inseminagdo artificial com “pool” de
espermatozoides dos trés garanhdes, evitando-se a influéncia do reprodutor sobre os
indices de fertilidade.

Para a inseminacéo, foram descongeladas a 46°C, por 20 segundos, duas palhetas
de cada garanhdo, totalizando 600x10° de espermatozoides vidveis pré-congelacéo.
Estes foram depositados na extremidade do corno uterino ipsilateral & ovulagdo atraves
do desvio por manipulacéo retal da pipeta flexivel (Minitub do Brasil Ltda).

O diagnostico de gestacdo foi realizado entre 12 e 15 dias apds a ovulacdo, com
auxilio de ultrassom modelo Falcon (Pie Medical, Holanda).

No Experimento I, as médias de cada variavel resposta entre 0s grupos testados
foram comparadas pela analise de variancia (LITTELL et al., 2006; PROC MIXED,
SAS Institute, 2009). O teste de Wilcoxon (PROC NPARIWAY, SAS Institute, 2009)
foi utilizado para comparar a porcentagem média de espermatozoides rapidos entre o0s
grupos testados devido a distribuicdo assimétrica.

No Experimento Il, o teste Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher (PROC
FREQ, SAS Institute, 2009) foi usado para comparar a propor¢do de éguas prenhes por
grupo. O nivel de significancia estatistica foi definido em 0.05.

RESULTADOS

Os resultados encontrados para cada uma das variaveis do movimento
espermatico e integridade de membrana de acordo com o meio de diluicdo utilizado
estdo demonstrados na Tab.1.

N&o foram observados efeitos significativos (P>0,05) entre a associagdo da
asolctina de soja ou da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® sobre as variaveis
de motilidade total (MT, %); motilidade progressiva (MP, %); velocidade de trajeto
(VAP, um/s); velocidade linear progressiva (VSL, um/s); velocidade curvilinear (VCL,
pm/s); e espermatozoides rapidos (RAP; %). O mesmo foi verificado em relagdo a
integridade de membrana plasmética, a qual também ndo diferiu significativamente

(P>0,05) entre os meios diluentes testados.
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Tabela 1: Valores médios e desvios padrdo dos parametros espermaticos pos-
descongelacéo de sémen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido
de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja

(BC+Fc).
Variaveis BC BC + Ac BC + Fc

MT (%) 69,16 + 9,28 64,63 £ 11,05 68,47 + 7,92
MP (%) 25,00 £5,43 23,26 £ 5,63 26,16 + 5,50
VAP (um/s) 100,89 + 14,72 102,47 £ 13,09 101,26 + 13,78
VSL (pm/s) 75,16 + 8,47 76,21 + 8,07 76,00 £ 8,80
VCL (pm/s) 182,74 + 22,18 186,11 + 19,52 182,95 + 21,32
RAP (%) 53,16 £ 12,77 50,00 + 14,29 53,16 £ 13,28
IMP (%) 39,37 + 8,82 39,95 +9,52 41,63 +9,24

MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, VAP: velocidade de trajeto, VSL:
velocidade linear progressiva, VCL: velocidade curvilinear, RAP: espermatozoides
rapidos, IMP: integridade de membrana plasmaética.

O indice de concepgdo das éguas inseminadas com Botu-Crio®, Botu-
Crio® acrescido de asolctina de soja e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja
foram, respectivamente: 46,7% (7/15), 13,3% (2/15) e 37,5% (6/16). A partir destes
resultados ndo foi identificada diferenca significativa (P>0,05) nas taxas de prenhez
entre 0s grupos estudados. Entretanto, foi verificada uma tendéncia a maior taxa de
fertilidade do grupo Botu-Crio® quando comparado ao Botu-Crio® adicionado de

asolctina de soja (P=0,10).

DISCUSSAO

O desenvolvimento de diluentes quimicamente definidos tem despertado grande
interesse de pesquisadores em diversos paises. A maior parte dos meios de diluicdo de
sémen é composta por leite desnatado e/ou gema de ovo como fonte de lipoproteinas
para conferir protecdo as células espermaticas do choque térmico e outras injurias. Os
meios a base de lecitina de soja ou contendo lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
foram desenvolvidos para substituir a gema de ovo e leite mediante o argumento de que
0s componentes de origem animal representam um potencial risco de contaminacao

microbioldgica. Entretanto, pouco se conhece sobre o efeito da associacdo dos lipideos
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da lecitina de soja aos lipideos da gema de ovo no sémen equino criopreservado,
propdsito desta pesquisa.

No presente estudo, adicionou-se asolctina de soja ao diluente Botu-Crio® e
fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® com o intuito de verificar se a uni&o
entre os lipideos da soja e da gema de ovo proporcionam maior protecdo ao
espermatozoide proveniente de garanhdes de baixa congelabilidade e maior indice de
fertilidade. Em contrapartida aos outros relatos descritos na literatura, neste trabalho a
gema de ovo ndo foi substituida pela lecitina de soja, mas sim, associada a mesma.

Os resultados encontrados no Experimento | permitiram constatar que tanto a
adicdo da asolctina de soja ao diluente Botu-Crio®, quanto a adicdo de fosfatidilcolina
de soja a este mesmo diluente, foram similarmente eficazes ao diluente Botu-Crio® no
que se refere a integridade de membrana plasmaética e aos parametros espermaticos de
motilidade total, motilidade progressiva, velocidade de trajeto, velocidade linear
progressiva, velocidade curvilinear e espermatozoides réapidos. Estes achados estdo de
acordo com os descritos por outros autores que também trabalharam com a espécie
equina: Ricker et al. (2006); Felicio et al. (2007); Papa et al. (2011) e com outras
espécies: Hinsch et al. (1997) — bovinos; Akhter et al. (2010) — bubalinos; Gil et al.
(2003a), Forouzanfar et al. (2010), Paz et al. (2010), Kasimanickam et al. (2011) —
ovinos; Kmenta et al. (2011) — caninos; Jeyendran et al. (2008), Reed et al. (2009) —
humanos.

No que se refere aos parametros espermaticos e integridade de membrana, 0s
resultados obtidos no Experimento | foram semelhantes aos encontrados por Ricker et
al. (2006). Tanto a presenca da fosfatidilcolina de soja quanto da fosfatidilcolina de ovo
nos meios de diluicdo promoveu diminuicdo dos danos causados pelo processo de
congelacdo e descongelacdo por se associarem a superficie da membrana. No
Experimento |, a associagdo entre os lipideos da soja e da gema de ovo mantiveram esta
caracteristica comparada ao diluente composto apenas por gema de ovo. Papa et al.
(2011) tambeém concluiram que diluentes a base de lecitina de soja sdo tdo eficientes
quanto o meio a base de gema de ovo na criopreservacdo do sémen equino ao
compararem o Botu-Crio® com diferentes concentragdes de BCLS (Botu-Crio® sem
gema de ovo e com lecitina de soja).

Diferente deste estudo, Dell’Aqua Jr. et al. (2007) e Zhang et al. (2009)
observaram superioridade dos meios a base de lecitina de soja em relacdo aos meios a

base de gema de ovo ao avaliarem sémen congelado de bovinos e javalis,
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respectivamente. Entretanto, Zhang et al. (2009) verificaram que quanto maior a
concentracdo da lecitina de soja utilizada nos diluentes, menor é a porcentagem de
membrana plasmatica integra e de motilidade espermatica. Este achado foi atribuido ao
fato da lecitina de soja ser menos viscosa que a gema de ovo, porém, conforme a
concentracdo de lecitina de soja é elevada, a viscosidade aumenta, dificultando a
movimentacdo espermatica. Aires et al. (2003) também sugeriram que melhores
resultados de motilidade no meio a base de lecitina de soja pode ser consequéncia da
alta viscosidade e presenca de debris nos diluidores compostos por gema de ovo,
afetando a funcdo espermatica. A combinacdo da asolctina de soja e da fosfatidilcolina
de soja com a gema de ovo n&o alterou a viscosidade do meio no presente estudo, uma
vez que a adicdo de OEP (agente emulsificante) e o processo de centrifugacdo sao
responsaveis por diminuir a viscosidade, ndo havendo alteracdo na motilidade
espermatica.

Por outro lado, discordando dos achados deste trabalho, alguns pesquisadores
perceberam piora na qualidade do sémen criopreservado com diluente a base de lecitina
de soja. Wagtendonk-de Leeuw et al. (2000) afirmaram que os efeitos benéficos
exercidos pela gema de ovo dificilmente sdo alcancados por outros agentes. Estes
autores observaram motilidade superior no sémen bovino congelado com meio a base
de gema de ovo, provavelmente, pela maior viscosidade e presenca de debris no meio
Biociphos Plus®, o qual apresentou comprometimento na fertilidade. O mesmo foi
observado por Thun et al. (2002) ao compararem o diluidor Tris-gema com Biociphos-
Plus® e por Celeghini et al. (2008) ao confrontarem os meios Botu-Bov® e Bioexcell®.
Forouzanfar et al.(2010) sugerem que altas concentrac6es de lecitina de soja podem ser
toxicas ao espermatozoide, prejudicando a motilidade e viabilidade, enquanto elevadas
concentracfes de gema de ovo S0 necessarias para preservar estas caracteristicas. Este
efeito tdxico da lecitina de soja ndo foi observado no Experimento 1.

No Experimento Il, os indices de prenhez foram estatisticamente semelhantes
entre os grupos testados, demonstrando que a adicdo de asolctina de soja ou de
fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® néo interferiram negativamente na
estrutura do espermatozoide e, consequentemente, na capacidade de fertilizacdo.
Entretanto, houve uma tendéncia a maior taxa de fertilidade do diluente Botu-Crio® em
relacdo ao diluente associado a asolctina de soja. Possivelmente, a concentracdo de
asolctina utilizada pode ter acarretado uma maior inibicdo dos fatores ligados a

capacitacdo devido a um aumento na rigidez da membrana, como observado por Zahn et
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al. (2002) ao incorporarem colesterol na membrana de espermatozoides de equinos,
prejudicando o processo de fertilizacdo. Ao realizarem a inclusao do colesterol por meio
da ciclodextrina na membrana plasmatica, estes autores perceberam que a fertilidade do
sémen equino congelado reduziu consideravelmente. Ainda, o baixo numero de
inseminacOes pode ter mascarado uma diferenca estatistica, efetivamente, no presente
estudo.

Em pesquisa realizada por Zeron et al. (2002), foi constatado que a
fosfatidilcolina de ovo (fosfolipideo fluido) diminuiu a temperatura de transicéo lipidica
da membrana espermatica e reduziu, consequentemente, a sensibilidade ao processo de
refrigeracdo. Entretanto, a dipalmitoilfosfatidilcolina, fosfolipideo sintético mais rigido
que a fosfatidilcolina de ovo, obteve o efeito oposto por permitir menor mobilidade
entre o0s constituintes da membrana. A asolctina de soja, assim como este fosfolipideo
sintético citado anteriormente, provavelmente possui uma rigidez maior que os lipideos
da gema de ovo, 0 que pode ter, discretamente, dificultado o processo de fertilizacdo
pela forte interacdo com a membrana plasmatica.

Ricker et al. (2006) relataram semelhanca estatistica em estudo preliminar de
fertilidade dos meios INRA82® com fosfatidilcolina de soja e INRA82® com
fosfatidilcolina de ovo, concordando com o0s achados do Experimento Il. Papa et al.
(2011) também ndo observaram diferenca nos indices de concep¢do nos meios
compostos por lecitina de soja nas concentracdes de 10g/L e 20g/L comparados com
meio a base de gema de ovo. Entretanto, observaram indice de fertilidade inferior ao
Botu-Crio® quando substitufram a gema de ovo por uma concentracdo elevada de
lecitina de soja (45g/L), confirmando o efeito prejudicial da lecitina em concentragdes
muito altas. Isto foi atribuido a fatores como: aderéncia macica dos lipideos da lecitina
de soja na superficie da membrana plasmatica em funcdo da alta concentragdo;
modificacdes da composicdo da membrana; forte interacdo dos lipideos da lecitina de
soja com a membrana; inibicdo dos fatores ligados a capacitacdo pela elevada
concentragéo de lecitina de soja.

Os resultados obtidos no Experimento Il estdo em consonancia com os do
trabalho efetuado por Gil et al. (2003b), os quais estudaram a taxa de fertilidade do
sémen congelado de carneiros utilizando o Bioexcell® e um outro diluente & base de
leite e gema de ovo, ndo havendo diferenca estatistica entre 0os meios testados. O mesmo
resultado foi obtido por Fukui et al. (2008), que constataram que 0 meio a base de
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lecitina de soja Andromed® pode substituir diluentes a base de gema de ovo no sémen
ovino criopreservado.

Novos estudos devem ser conduzidos para que se consiga obter uma
concentra¢do minima de lecitina de soja em substituicdo a gema de ovo nos diluentes de
congelacdo, sem que haja aumento da viscosidade do meio e aderéncia macica na
superficie da membrana plasméatica dos espermatozoides que podem,

consequentemente, prejudicar a motilidade e fertilidade do sémen equino congelado.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa permitiram concluir que:

e tanto a adicdo da asolctina de soja quanto da fosfatidilcolina de soja ao diluente
Botu-Crio® apresentaram eficacia similar ao diluente Botu-Crio® convencional
no que se refere aos parametros espermaticos do sémen criopreservado de
garanhdes;

e aassociacdo dos lipideos da asolctina de soja a gema de ovo e da fosfatidilcolina
de soja a gema de ovo conferiram o mesmo grau de protecdo a membrana
plasmatica do espermatozoide congelado com o diluente convencional Botu-
Crio®;

e 0s indices de fertilidade do sémen criopreservado de garanhdes foi semelhante
entre os diluentes Botu-Crio®, Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja e
Botu-Crio® adicionado de fosfatidilcolina de soja. Entretanto, houve uma
tendéncia a maior taxa de fertilidade do diluente Botu-Crio® quando comparado

ao diluente associado a asolctina de soja.
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