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FELICIO, G.B. Efeito da substituicio da gema de ovo pela lecitina de soja

na criopreservagdo de sémen eqiiino. Botucatu, 2008. 35p. Dissertagcéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi verificar a eficiéncia na congelabilidade e
fertilidade da substituicdo da gema de ovo pela lecitina de soja no diluidor
comercial Botu-Crio® (BC). Foram realizados dois experimentos laboratoriais e
os respectivos testes de fertilidade. No experimento | comparou-se o diluente
Botu-Crio® com o diluidor o Botu-Crio em que a gema de ovo foi substituida
pela lecitina de soja numa concentracédo de 45g/L (BCLS45). Utilizou-se um
ejaculado de 15 garanhdes da racga Brasileiro de Hipismo (BH). Para o teste de
fertiidade do Experimento | foi utilizado um garanhdo da raca BH. Foram
inseminados 12 éguas com o BC e 17 com o BCLS45. No experimento Il
comparou-se o diluente BC com o Botu-Crio sem gema de ovo (BCLS)
acrescido de diferentes concentragdes de lecitina de soja: 10,0; 12,5; 15,0; 17,5
e 20,0g/L (BCLS10; BCLS 12,5; BCLS15; BCLS17,5 e BCLS 20). Para tal,
foram utilizados 1 ejaculado de 10 garanhdes dde diferentes ragas. Para o
teste de fertilidade do experimento Il utilizou-se um garanh&o da raca Trakener
e foram realizadas inseminagdes comparativas entre BC e BCLF20, sendo
utilizadas 12 éguas com BC vs 10 éguas com BCLS20. Também comparou-se
os diluente BC com o BCLS10, no qual foi utilizado um garanhdo da raga
Westfalen e foram inseminadas 8 éguas com BC vs 12 éguas com BCLS10. No
Experimento |, os resultados de motilidade total, (61,4+16,2x61,4+15,9);
motilidade progressiva, (27,0+9,8x26,7+10,6); integridade da membrana
plasmatica (IMP) (53,4+11,5x57,4+7,0); respectivamente para os diluidores
Botu-Crioc® e BCLS45, ndo havendo diferenga entre os parametros
espermaticos (p>0,05). No experimento Il também nao foram observadas
diferencas entre os parametros avaliados, sendo para motilidade total BC
(68,1+£15,9) e BCLS10; BCLS12,5; BCLS15; BCLS17,5 e BCLS20 (65,8+13,5;
65,9+17,6; 67,6£11,2; 64,0+15,3 e 60,5%£15,3), motilidade progressiva: BC
(28,819,2) e BCLS 10; BCLS 12,5; BCLS15; BCLS17,5 e BCLS 20 (29,849,8;
29,619,7; 31,418,2; 30,2+10,5 e 26,6+11,5) e IMP BC (50,7+10,3) e BCLS10,



BCLS 12,5; BCLS15; BCLS17,5 e BCLS20 (47,5+8,5; 46,6112,2; 49,918 8;
46,1+10,3 e 43,6+£10,9). Com relagédo a fertilidade foram desenvolvidos trés
experimentos ou seja: BC vs BCLS45 com resultados de 66% e 17%
respectivamente (p<0,01), BC vs BCLS20 obteve-se 66% e 40% e BC vs
BCLS10 75% e 41% de taxas de prenhes respectivamente. Os resultados dos
parametros espermaticos foram semelhantes entre o BC e BCLS com
diferentes concentragbes de lecitina de soja. Apesar da similaridade dos
achados laboratoriais, a fertilidade ndo acompanhou tais resultados, mostrando
principalmente que o diluente BCLS45 apresentou taxas inferiores ao BC,
enquanto que o BCLS20 e BCLS10 mostraram indices semelhantes ao BC.
Com base nos resultados pode-se concluir que o diluente BCLS pode ser uma
alternativa futura para criopreservacdo de sémen equino, livre de agentes
microbiologicos, havendo necessidade de novos estudos relacionados com a

concentracao ideal de lecitina de soja no meio de congelacao nesta espécie.

Palavras-chave: equino, sémen congelado, gema de ovo, lecitina de soja,
fertilidade



FELICIO, G.B. Effect of egg yolk replacement by soy bean lecithin on

equine semen cryopreservation. Botucatu, 2008. 35p. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Abstract

The objective of the present study was to verify the freezability and fertility of
the BotuCrio without egg yolk extender where the egg yolk was replaced by soy
been lecithin. Two experiments were performed on experiment 1  Botu-Crio®
(BC) and Botu Crio without egg yolk containing 45g/L soy been lecithin
(BCLS45) were compared. One ejaculated from 15 stallions from Braziliam
Jump Horse Bred were used. On experiment 2, different concentrations of de
soy bean lecithin: 10,0; 12,5; 15,0; 17,5 e 20,0g/L (BCLS10, BCLS12,5,
BCLS17,5 e BCLS20) were compared. On the first fertility trial 12 mares were
inseminated. With BC and 17 mares with Botu-Crio without egg yolk (BCLS45)
using semen from only one stallion. On the second fertility trial 12 mares were
inseminated with BC and another 10 mares with BCLS20. In another fertility trial
12 mares were inseminated with Botu-Crio vs and 8 mares with BCLS10 using
frozen semen from a Westfalen stallion. No differences were observed on total
motility (61.4 x 61.4); progressive motility, (27.0x26.7); plasmatic menbrane
integrity (IMP) (53.4x57.4); between Botu-Crio® and Botu-Crio without egg yolk,
(p>0,05). Also no differences were observed when different concentrations of
soy been lecithin were used. The results were : For total motility BC (68,1+15,9)
BCLS10, BCLS12,5, BCLS17,5 , BCLS20 (65,8+13,5; 65,9+17,6; 67,6+11,2;
64,0+15,3 ,60,5+15,3), for progressive motility: BC (28,8+9,2) and BCLS10,
BCLS12,5, BCLS17,5 e BCLS20(29,849,8; 29,6+9,7; 31,4+8,2; 30,2+10,5 and
26,6+11,5) and IMP BC (50,7£10,3) and BCLS10, BCLS12,5, BCLS17,5 e
BCLS20 (47,58,5; 46,6+12,2; 49,948,8; 46,1£10,3 and 43,6+10,9). The results
of the fertility trials were: BC vs BCLS45 , 66,0 e 17% respectively (p<0,01); BC
vs BCLS20 66,0 e 40,0% e BC vs BCLS10 75,0 e 41,0 respectively. In spite
of similar laboratorial finds the fertility was different between some treatments
showing that as higher the concentration of lower was the fertility rates. Based
on observed results we can concluded that the use of BCLS can be an
alternative to be used on future for free pathogens equine semen preservation

however the decrease on fetility rates is a matter of concern. Further studies are



necessary to clarify the reasons for the decrease on fertility and also to

determine the ideal soy bean lecithin concentration to be use on stallion

freezing extenders.

Key words : equine, freezing semen, egg yolk, soy been lecithin, fertility



1) INTRODUGAO

A utilizacdo do sémen congelado de eqlinos em programas de
inseminacgao artificial tem sido bem aceita na ultima década pelas Associagdes
de Criadores de Cavalos no Brasil, principalmente pela evolugédo que esta
biotecnologia alcangou.

Segundo Squires et al. (1999) a aceitagdo do uso da inseminacao
artificial pela maioria das Associacbes de Racas Equinas teve um efeito
significativo na industria do cavalo, ganhando popularidade em todo mundo, ja

que resulta em uma melhora da qualidade da producao.

Esse incremento na industria eqlina esta ocorrendo principalmente
devido ao desenvolvimento e utilizacdo de novas biotécnicas de reprodugéo
assistida, como o sémen refrigerado, transportado e sémen congelado. A
congelacdo de sémen umas das biotecnologias mais antigas relacionada a
reproducao, teve sua descoberta de uma maneira acidental, onde Polge et. al.
(1949) constataram que ao adicionar glicerol em meios diluentes para
congelacdo de espermatozdides, estes preservaram sua motilidade apds a

descongelacéo.

Atualmente, o interesse pela utilizacdo da inseminagao artificial com
sémen congelado na espécie equlina é crescente, e esse crescimento esta
relacionado as diversas vantagens que esta biotecnologia oferece, como a
eliminacdo dos custos e diminuicdo dos riscos no transporte da égua para
cobertura, facilidades na aquisigdao e transporte do sémen de animais
geneticamente superiores através de paises ou continentes e possibilidade da
utilizacdo de sémen de garanhées mesmo que estes estejam participando de

eventos hipicos, doentes ou mesmo mortos (Squires, 1999).

Novos diluidores foram desenvolvidos e colaboraram para obtencéo de
indices de congelabilidade e fertilidade satisfatorios. Porém, a utilizacdo de
componentes de origem animal, tais como leite e gema de ovo em diluentes
para congelagdo de sémen vem se tornando uma preocupagédo das
autoridades que controlam as barreiras sanitarias no contexto nacional e

principalmente internacional.



Esta preocupacao se deve ao grande transito de material genético entre
paises e estes produtos serem de facil proliferacdo e veiculacao de agentes
microbioldgicos. Alguns diluentes com constituintes de origem vegetal estéo
disponiveis no mercado para outras espécies, mas apresentam baixos indices
de fertilidade quando comparados com os diluidores que contém gema de ovo
e ou leite.

Com relacado a espécie equina ndo ha ainda no mercado nacional e
internacional, diluidores sem a presenca de componentes de origem animal.
Portanto o presente projeto teve como objetivo verificar a eficiéncia na
congelabilidade e fertilidade do diluidor Botu-Crio, em que a gema de ovo foi

substituida pela lecitina de soja.



2)REVISAO DE LITERATURA

2.1) Biotecnologia de Sémen eqiiino

O emprego da biotecnologia de sémen congelado eqlino tem
apresentado inumeras vantagens, como reducdo dos gastos e estresse
relacionados ao transporte da égua. A utilizagdo do sémen criopreservado
viabiliza o uso do reprodutor em momentos nos quais nao seria possivel a
monta natural ou ainda do sémen fresco ou refrigerado, como € o caso da
participagdo do animal em atividades esportivas e também nos casos onde o
animal esta inapto a reprodugdo ou mesmo veio a Obito. Esta biotécnica
viabiliza a utilizacéo de garanhdes geneticamente superiores de diversos locais
do mundo sem os gastos proibitivos inerentes ao transporte tanto do macho
como da fémea, além de aumentar o numero de animais a serem acasalados
com um determinado reprodutor (Graham, 1996).

No entanto, esta técnica ndo se apresenta amplamente difundida, devido
as taxas razoaveis de fertilidade por parte de alguns garanhdes, a necessidade
de um técnico capacitado para efetuar ndo apenas o processamento do sémen
desde a colheita até a criopreservagdo, como também na utilizacdo adequada
do mesmo nos programas de inseminacdo artificial, sendo muitas vezes
necessario o deslocamento do garanhdo a locais habilitados onde o sémen
possa a ser colhido e processado adequadamente, o que implica em gastos
adicionais (Graham, 1996).

Melo et. al. (2007) objetivando otimizar a técnica de congelacdo de
sémen de garanhdes, desenvolveram uma metodologia que torna possivel
congelar o sémen apds 24 horas de refrigeracdo, sem que haja alteragbes na

viabilidade e fertilidade quando comparado a metodologia convencional.

2.1.1) Principios de criopreservagao

Durante o processo de criopreservagdo, o sémen deve ser resfriado
desde a temperatura corpérea até a temperatura ambiente (37° C — 20° C), o
que parece nao ocasionar danos aos espermatozdides quando este se
encontra diluido em meio adequado (Moran, 1992 apud Keith, 1998). O

estresse inicial se da quando o espermatozdide passa da temperatura



ambiental para 5°C (Squires et.al., 1999). Isto é devido & fase de transi¢do da
membrana plasmatica do estado liquido cristalino, para o estado de gel
(Graham, 1996). Para minimizar este efeito € necessario controlar a taxa de
resfriamento entre as temperaturas de 19° a 8°C e pela adicao de lipideos
(gema de ovo) ou lipoproteina (leite) ao diluente (Graham, 1996), além do uso
de curvas de resfriamento lentas (-0,05°C /min.). A gema de ovo no meio
diluente de criopreservacado beneficia os espermatozdides por manter a
pressao coloidal do meio e também por uma lipoproteina de baixa densidade,
a qual estabiliza a membrana espermatica durante a congelacédo e

descongelacéo (Foulkes,1977; Watson, 1990).

Holt (2000), revisou os aspectos relacionados a congelagdo de sémen e
relatou que os efeitos crioprotetores da gema de ovo estdo envolvidos com a
porcao lipoprotéica de baixa densidade a qual protege as células espermaticas
do choque térmico, da fase de transicdo dos lipideos e danos a membrana
plasmatica a temperaturas abaixo do ponto de congelacdo da solugdo. De
Leeuw et al. (1993), concluiram que a gema de ovo desempenha um
importante papel na criopreservacdo de espermatozdides de touros e
constataram que a exclusdo da mesma dos meios diluentes contendo
propanediol, sucrose ou sucrose com polivinilpirrolidone, levou a uma redugéo

da porcentagem de células viaveis durante a refrigeragao e congelagéo.

Vishwanath & Shannon (2000) relataram a agao protetora da gema de ovo
nos espermatozoéides bovinos contra os efeitos tdéxicos do plasma seminal.
Entretanto, ela também fornece substratos (aminoacidos aromaticos tais como
a L-fenilalanina) para a produgéo de agentes oxidativos ( H2O, ) pela liberagéo
de aminoacido aromatico oxidase (AAAO) pelas células mortas. A quantidade
de gema de ovo necessaria para promover a protecao contra os efeitos das
toxinas do plasma seminal € proporcional a quantidade de plasma seminal no
sémen diluido. Desta forma, quanto mais diluido o sémen, maior a
concentragcédo necessaria de gema de ovo.

Bedford et al. (1995) estudaram os efeitos da gema de ovo e do glicerol
no sémen de garanhdes e observaram um efeito nocivo da gema quando em
interacdo com o plasma seminal das amostras refrigeradas a 5°C no periodo

de 6 a 24 horas de refrigeragdo nos parédmetros de motilidade total e



progressiva. Esses autores concluiram que a gema de ovo e o dlicerol
adicionados ao meio diluente a base de leite desnatado (com o plasma
seminal) nédo deprimiram a motilidade total ou progressiva do sémen
refrigerado de garanhdes, mas agiram adversamente na fertilidade.

Embora a gema de ovo e o leite desnatado beneficiem o
espermatozoide na criopreservacéo, estes compostos, que sdo de origem
animal, podem representar risco ao potencial das células, por conter agentes
microbiolégicos especificos, comprometendo a qualidade espermatica (Gil et al.
2003). Na adicéo de lecitina, como a vagem de lecitina de soja, tem sido
testada como um substituto de gema de ovo e leite nos diluentes (Gil et al.
2003).

Segundo Landfeld et al. (2002), a pasteurizacdo da gema de ovo pode
ser uma alternativa para substituir a gema de ovo fresca. Contudo, ndo se sabe
se o processo de pasteurizagao € suficiente para garantir o néo crescimento de
microorganismos nos diluentes de sémen. Na adicdo do processo de
pasteurizacdo, que requer temperaturas elevadas, pode induzir modificagdes
bioquimicas na gema do ovo, podendo também induzir coagulagdo e
sedimentacgao das lipoproteinas compostas nos diluentes afetando a qualidade
espermatica apds descongelacéo.

Os eventos ocorridos no processo de criopreservacédo envolvem o0s
seguintes passos: reducéo da temperatura, desidratac&o celular, congelacéo e
descongelacédo (Medeiros et al. 2002). Estes procedimentos ocasionam danos
celulares devido a mudanca na temperatura, formacéo de cristais de gelo,
injurias oxidativas, alteracbes na membrana do espermatozdide, lesbes do
DNA, estresse osmoético além da toxidade dos crioprotetores (Ball & Vo, 2001).
A célula espermatica parece sensivel ao estresse osmoético como também a
adicao e a remocao de crioprotetores (Watson, 2000; Ball & Vo, 2001).

O processo de descongelagcdo de sémen equlino envolve inumeros
processos fisicos e quimicos, que sado responsaveis pela manutencdo da
integridade e viabilidade espermatica, assim com a fertilidade de sémen
congelado de equino. A agua pura se congela e forma cristais de gelo a 0°C,
enquanto o ponto de congelagc&do de uma solugdo € mediado pela concentragéo
de particulas ou soluto que ela contém. Segundo bases fisico-quimicas, a leséo

celular, durante os processos de congelagao e descongelacao, é causada pela



formacao de cristais de gelo intracelular que afetam a estrutura da célula, pela
concentragcdo de soluto resultante da congelagao da agua pura e da interacéo
entre estes dois fatores (Graham, 1996).

Embora os crioprotetores sejam fundamentais para a sobrevivéncia dos
espermatozoides no processo de congelacdo, eles podem também, exercer
efeitos toxicos e diminuir as taxas de fertiidade quando presentes em altas
concentragdes (Rossi et. al, 2003).

A utilizacdo de diversos crioprotetores e suas respectivas combinagdes
podem minimizar e controlar os processos deletéricos que ocorrem na célula
espermatica durante a congelagdo e descongelagdo, possibilitando dessa
maneira, resultados mais satisfatérios de motilidade e viabilidade pos-
descongelacédo e consequentemente melhores taxas de prenhes (Medeiros et.
al, 2002; Rossi et. al, 2003).

Segundo Graham (1996), para minimizar este efeito € necessario controlar
a taxa de resfriamento entre as temperaturas de 19° a 8°C, fazendo o uso de
curvas lentas de resfriamento (-0,05°C /min.) e adicionar lipideos (gema de
ovo) ou lipoproteina (leite) ao diluente.

Uma taxa de refrigeracao lenta e a adicdo de substancias ao meio de
congelagdo como agucares, gema de ovo, lipoproteinas do leite, glicerol, BSA,
alcool polivinil e lipossomas, minimizam os danos as células espermaticas
durante a fase de refrigeracao (Amann & Pickett, 1987; Katila, 1997).

Segundo Gao & Critser (2000), caso a célula espermatica seja refrigerada
rapidamente, esta ndo tem tempo suficiente para desidratar-se e manter o
equilibrio osmotico, tornando-se altamente refrigerada, com possibilidade de
formacao de cristais de gelo intracelular, o que pode causar danos irreversiveis

a célula.
2.1.2) Criopreservagao com diluentes quimicamente definidos

Com a aceitagédo do uso de sémen congelado por muitas associagdes de
raca na ultima década, houve uma renovagao e estimulo a pesquisas sobre
protocolos para congelagao de sémen de garanhdes (Alvarenga et al., 2005).

Consequientemente, os meios diluentes também passaram a ser foco

dessas pesquisas. A maioria dos meios contém uma fonte de lipoproteinas,



através da incorporacao de produtos do leite, gema de ovo ou uma combinacgéo
destes dois ingredientes, que auxiliam na estabilizagdo das membranas
durante os ciclos da congelagdo/descongelacdo. Monossacarideos (glicose ou
frutose), dissacarideos (sucrose ou lactose) e trissacarideos (rafinose) também
sdo comumente incorporados. Os dissacarideos e trissacarideos sao agucares
nao permeaveis, usados principalmente por suas propriedades osméticas. Os
monossacarideos também possuem efeitos osmaéticos, porém eles podem ser
utilizados pelos espermatozoides como uma fonte de energia. Entre os
crioprotetores penetrantes o glicerol € o crioprotetor universalmente utilizado,
embora outros agentes estejam sendo empregados, como o dimetilsulféxido,
etileno glicol, metilformamida e dimetilformamida (Alvarenga et al, 2003;
Varner, 2003). Outros componentes como EDTA, detergentes, tampbes e
antibioticos também sao incluidos nos meios (Cotorello & Henry, 2002).

Os meios a base de lecitina de soja ou contendo lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) foram desenvolvidos para substituir a gema de ovo ou a
combinagdo de gema de ovo e leite. Deste modo, ja sdo encontrados
comercialmente diluentes a base de lecitina de soja para congelacéo de sémen
bovino (Bioxcell®, IMV, L’Aigle, France; AndroMed®, Minitiib, Tiefenbach,

Germany).

2.1.2.1) Lecitina de soja

A substituicdo da gema de ovo pela lecitina de soja né&o ficou restrita
somente a espécie bovina e tem se expandido para os meios de congelagéo
utilizados em outras espécies domésticas.

Hinsch et al. (1997) publicaram um estudo comparativo entre o
desempenho de um diluente a base de gema de ovo (Triladyl®, Minitib,
Tiefenbach, Germany) e um meio a base de lecitina de soja (Biociphos®, IMV,
L Aigle, France) para criopreservagdo de sémen bovino, no qual avaliaram os
parametros de motilidade, viabilidade celular, integridade acrossomal e
fertilidade. Os resultados n&o apresentaram diferencas significativas entre os
meios, destacando-se a similaridade nas taxas de nao retorno ao cio aos 60-90

dias (Triladyl®: 68,66% vs. Biociphos®: 67,81%), de modo que os autores



concluiram que ambos os diluentes possuiam qualidade equivalente para
criopreservacéo de sémen bovino.

Em 1998, Bousseau et al. realizaram uma série de experimentos que,
entre os objetivos, vislumbravam detectar possiveis contaminag¢des por
bactérias ou micoplasmas em gemas de ovo provenientes de varias fontes
comerciais e em diluentes tanto a base de gema de ovo (Laiciphos®, IMV,
L"Aigle, France; Triladyl®, Minitib, Tiefenbach, Germany) como a base de
lecitina de soja (Biociphos plus®, IMV, L Aigle, France), ambos destinados a
criopreservacédo de sémen bovino. Também foram realizados experimentos
comparativos avaliando a capacidade fertilizante, in vitro e in vivo, do sémen
congelado nos meios Laiciphos® e Biociphos plus®. De acordo com os
resultados obtidos, os autores puderam concluir que a contaminagao
bacteriana esta presente ndo apenas na gema de ovos frescos como também
em varias preparagbes comerciais (gema na forma liquida ou em po6). Além
disso, a presenca de varios antibiéticos nos meios Triladyl® e Laiciphos® n&o
suprimiu a contaminac&o bacteriana. No entanto, a auséncia de bactérias ou
micoplasmas nas partidas de Biociphos plus® avaliadas confirmaram sua
segurancga sanitaria como um meio diluente de sémen. Os testes de fertilidade
realizados entre os meios Laiciphos® e Biociphos plus® nao apontaram
diferencas significativas: taxas de embrides desenvolvidos in vitro (touro 3:
10,8% e touro 4: 8,1% vs. touro 3: 18,2% e touro 4: 16,1%), taxas de nédo
retorno ao cio em condi¢cdes controladas (55,4% vs. 55,3%) e taxas de nédo
retorno ao cio em condi¢gdes a campo (60,4% vs. 61,6%), demonstrando o
papel protetor da lecitina de soja sobre o espermatozéide bovino ao substituir a
gema de ovo ou a associagao de gema de ovo e leite.

No trabalho desenvolvido por Gil et al. (2000) sobre criopreservagao de
sémen bovino, novamente comparou-se o desempenho do diluente a base de
gema de ovo Triladyl® com o meio & base de lecitina de soja Biociphos-Plus®,
obtendo-se resultados semelhantes aos de Hinsch et al. (1997), quanto aos
parametros de fertilidade (Triladyl®: 69,1% vs. Biociphos-Plus®: 69,2%).
Concluiu-se que a fertilidade néo foi afetada pelo meio a base de lecitina de
soja, que também produziu resultados equivalentes ou superiores durante as

avaliagdes realizadas laboratorialmente.



Aires et al. (2003) compararam os efeitos do meio a base de lecitina de
soja (AndroMed®) e do meio a base de gema de ovo (Tris-gema) sobre
parametros espermaticos avaliados in vitro e sobre a fertilidade in vivo do
sémen bovino criopreservado. Nao foram encontradas diferengas significativas
entre 0os meios quanto as avaliagbes in vitro do numero de espermatozodides
ligados a zona pelucida, capacidade de ligacado a zona pelucida e capacidade
de indugéo da reacgédo acrossomal. No entanto, a motilidade espermatica pos-
descongelacéo foi significativamente mais baixa nas amostras congeladas com
o0 meio Tris-gema em todos os periodos pés-descongelagcao avaliados (10 e 30
minutos e 1, 2 e 4 horas). Por fim, no teste de fertilidade avaliando as taxas de
ndo retorno ao cio aos 56 dias revelaram uma diferenga significativa entre os
meios (AndroMed®: 70,45% vs. Tris-gema: 67,85%), demonstrando que o meio
livre de proteina animal é adequado para inseminacao artificial em bovinos,
sendo uma alternativa viavel aos meios tradicionais a base de gema de ovo.

DellAqua Junior et al. (2007) compararam os meios Tris-gema de ovo e
Botu-Bovi® (Biotech-Botucatu-Ltda, S&o Paulo, Brasil) quanto & eficiéncia para
congelagao de sémen bovino. Os resultados demonstraram que o meio livre de
componentes de origem animal foi similar ou superior dentre os parametros
avaliados, destacando-se a sua superioridade para o parametro de motilidade
progressiva (Tris-gema de ovo: 48% vs. Botu-Bov Com®: 65%).

No entanto, alguns trabalhos n&o obtiveram o sucesso relatado acima
com os meios a base de lecitina de soja. Em 2000, Van Wagtendonk-de Leeuw
et al. ao comparar o desempenho de dois meios a base de gema de ovo - Tris
e Tris-concentrado (Gibco-BRL, Life Technologies, Breda, The Netherlands) e o
meio a base de lecitina de soja Biociphos-Plus® na congelacdo de sémen de
touros, ndo encontraram diferencas significativas entre os meios a base de
gema de ovo quanto ao parédmetro de motilidade (Tris: 41,9% vs. Tris-
concentrado: 42,2%), observando-se porém, que o meio Biociphos-Plus®
obteve um desempenho significativamente pior (39,2%). No teste de fertilidade
(taxa de nao retorno ao cio aos 56 dias), também nao houve diferenga entre os
meios a base de gema de ovo, porém novamente o meio a base de lecitina de
soja foi inferior (Tris: 68,7%; Tris-concentrado: 68,2%; Biociphos-Plus®: 64,3%).

Os autores ressaltaram que a auséncia de diferengca nos teste de fertilidade



entre os diluentes a base de gema de ovo e de lecitina de soja presente em
estudos anteriores poderia decorrer da utilizagcao de altas doses inseminantes,
mascarando o efeito do diluente sobre a populagdo espermatica.

No estudo desenvolvido por Thun et al. (2002), avaliou-se a eficiéncia do
meio Tris-gema de ovo sob dois protocolos de congelacé&o e do meio a base de
lecitina de soja Biociphos-Plus® utilizando apenas um dos protocolos para a
criopreservacéo de sémen bovino. Foram verificadas diferengas significativas
entre os meios, resultando em superioridade do diluente Tris-gema de ovo sob
o diluente Biociphos-Plus® nos testes de avaliagéo laboratorial (motilidade e
choque hiposmdético). No entanto, no teste de fertilidade (taxa de n&o retorno
ao cio aos 75 dias) nao foi observada diferenca entre os meios.

O trabalho realizado por Celeghini et al. (2008) investigou os efeitos de
dois diluentes na criopreservagdo de sémen bovino: um a base de gema de
ovo (Botu-Bov®, Biotech-Botucatu-Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e outro a base de
lecitina de soja (Bioxcell®, IMV, L’Aigle, France). Dentre os parametros
espermaticos avaliados, foram identificadas diferencas significativas entre os
meios na avaliagdo computadorizada dos movimentos espermaticos,
destacando-se a motilidade total (Botu-Bov®: 40,1% vs. Bioxcell®: 24,1%) e a
motilidade progressiva (Botu-Bov®: 20,8% vs. Bioxcell®: 10,7%). Na avaliagdo
de integridade das membranas plasmatica e acrossomal e do potencial
mitoncondrial, também foram encontradas diferencas significativas entre os
meios: membrana plasmatica intacta (Botu-Bov®: 28,8% vs. Bioxcell®: 18,1%),
acrossomo intacto (Botu-Bov®: 68,8% vs. Bioxcell®: 55,2%), alto potencial
mitocondrial (Botu-Bov®: 23,9% vs. Bioxcell®: 16,9%) e células com
membranas plasmatica e acrossomal intactas e alto potencial mitocondrial
(Botu-Bov®: 20,8% vs. Bioxcell®: 11,1%). Pelos resultados obtidos, os autores
concluiram que o meio a base de gema de ovo (Botu-Bov®) teria maior
vantagem em termos de preservagao celular.

Apesar da divergéncia nos resultados dos experimentos envolvendo o
emprego de meios a base de lecitina de soja para criopreservacdo de sémen
bovino, a utilizacado de formulagdes compostas por lecitina de soja estendeu-se

para outras espécies.



Dessa forma, em um trabalho sobre criopreservagdo de sémen na
espécie ovina, Gil et al. (2003) destacaram que paises produtores de la (ex.:
Uruguai) vivem sob pressdo econdmica, sendo o melhoramento genético do
rebanho através de inseminacao artificial com sémen congelado, uma
importante ferramenta para melhorar a produtividade dos rebanhos. No
entanto, o uso desta biotecnologia ndo poderia envolver riscos sanitarios.
Consequentemente, realizou-se um estudo comparativo entre um meio a base
de leite e gema de ovo e do meio a base de lecitina de soja (Bioxcell®)
originalmente empregado na congelagdo de sémen bovino. Entre os resultados
obtidos, ndo foram encontradas diferencas significativas entre o Bioxcell® e o
meio a base de leite e gema de ovo para os parametros de motilidade (47% vs.
46,5%), integridade de membrana (38% vs. 37,7%), espermatozoides nao-
capacitados (28,5% vs. 26,3%) e fertilidade: taxas de nao retorno ao cio aos 21
dias (35,9% vs. 33.2%) e aos 36 dias (34,8% vs. 32,6%) e diagnostico
ultrassonografico (28,4% vs. 27,2). Pelos resultados obtidos, os autores
concluiram que o meio Bioxcell® constitui uma alternativa ao meio convencional
a base de leite e gema de ovo, fornecendo resultados de fertilidade
semelhantes ap6s a inseminacgao artificial cervical sob condicdes de manejo
extensivo, sendo uma alternativa segura na introdugdo de um novo material
genético em um rebanho ou pais.

Bittencourt et al. (2007) apresentaram um trabalho no qual, entre os
objetivos propostos, encontrava-se a avaliacdo do meio comercial a base de

lecitina de soja (Bioxcell®

para congelagdo de sémen ovino. Apesar do meio
Bioxcell® n&o apresentar os melhores resultados nas avaliagdes das
caracteristicas do movimento espermatico e de integridade da membrana
plasmatica, os valores obtidos foram semelhantes aos encontrados com o meio
Tris-gema de ovo padrao.

Na mesma linha de pesquisa, Bittencourt et al. (2007) apresentaram
outro trabalho avaliando, entre outros meios, o meio Bioxcell® para congelagao
de sémen caprino. Dentre os resultados obtidos, o meio Bioxcell® apresentou
resultados semelhantes aos demais nas avaliagbes das caracteristicas do
movimento espermatico, sendo que todos os outros diluentes apresentavam

gema de ovo em sua constituicdo. No entanto, na avaliagdo de integridade da



membrana plasmatica, o meio Bioxcell® foi inferior a dois meios (Tris-gema de
ovo + 0,5% de dodecil-sulfato de sddio e Tris-gema de ovo + 0,5% de dodecil-
sulfato de sodio + 0,1% de EDTA).

Ricker et al. (2006) avaliaram o efeito da substituicdo da gema de ovo no
meio de congelagdo para sémen eqtiino INRA82® pela fosfatidilcolina de soja e
fosfatidilcolina de ovo. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
meios INRA82® com gema de ovo, INRA82® com fosfatidilcolina de soja e
INRA82® com fosfatidilcolina de ovo quanto aos parametros de motilidade pré-
congelagao (total e progressiva) e motilidade (total e progressiva) e integridade
de membrana po6s-descongelagdo. Também foi realizado um estudo preliminar
de fertilidade entre o meio INRA82® com gema de ovo e o meio INRA82® com
fosfatidilcolina de soja, n&o havendo diferenca significativa entre os meios (55%
vs. 36%), porém vale destacar que o numero de inseminacdes realizadas para
ambos os grupos foi extremamente baixo (n = 11). Como concluséo, verificou-
se que ambos os diluentes quimicamente definidos (INRA82® com
fosfatidilcolina de soja e com fosfatidilcolina de ovo) apresentaram-se
comparaveis ao INRA82® convencional na preservacdo da motilidade e
viabilidade espermatica. Além disso, os espermatozdides criopreservados no
meio INRA82® com fosfatidilcolina de soja foram capazes de efetuar a
fertilizagdo. Portanto, os dois diluentes quimicamente definidos mostraram ser
alternativas viaveis ao meio INRA82® composto com gema de ovo para

congelagao de sémen equino.

3) OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivo testar a eficiéncia da
congelabilidade e fertilidade do diluidor Botu-Crio® (Biotech Botucatu, Brasil),

em que a gema de ovo foi substituida pela lecita de soja.

3.1) Hipétese: a lecitina de soja apresenta a mesma eficacia da gema de ovo

na manutengao da viabilidade de sémen criopreservado equino.



4) MATERIAL E METODOS

As atividades experimentais deste trabalho foram desenvolvidas no
Departamento de Reproducédo Animal e Radiologia Veterinaria da FMVZ-
UNESP-Botucatu e no Haras Agromen, Orlandia — Sao Paulo no periodo de

janeiro a maio de 2007 e outubro de 2007 a 10 margo de 2008.

4.1) Animais

Para a congelacédo e analises do sémen nos experimentos | e Il foram
utilizados 27 garanhdes com idade entre 5 e 15 anos, pertencentes ao Haras
Agromen, Orlandia — S&o Paulo e FMVZ- UNESP - Botucatu.

4.1.1) Colheita de sémen

O sémen foi colhido com a utilizagao de vagina artificial modelo Botucatu
(Biotech®, Botucatu, Brasil), usando a metodologia de colheita fechada, com a
temperatura da vagina artificial em torno de 40°C e a utilizagdo de uma égua no

cio, devidamente contida.

4.1.2) Analise e Processamento do sémen a fresco

Apo6s as colheitas, o sémen foi imediatamente filtrado, para retirada da
fracdo gel, e posteriormente foram analisados os parametros de volume, cor,
aspecto, motilidade total 6ptica, vigor espermatico e concentracéo através de

camara de Neubauer.

A analise da motilidade foi realizada segundo a metodologia descrita por
Krause (1966) Malmgren (1997), que consiste na deposi¢cdo de uma gota de
sémen sobre uma lamina histologica aquecida a 37°C, recobrindo-a com uma
laminula (22 x 22mm) e sendo a motilidade avaliada com auxilio de um
microscoépio de luz com contraste de fase sob o aumento de 200X. O resultado
foi emitido em percentual (0 a 100%), além da motilidade a qualidade e a
intensidade do movimento espermatico denominado vigor também pode ser

avaliado e sendo os resultados emitidos em escala de 0 a 5.



A concentracgédo foi inferida com auxilio de uma camara de Neubauer e
microscopio Optico 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
numero de espermatozoides contados foi multiplicado por 1000 e expressos

em numero de espermatozéides por milimetro ctbico (mm?).

Apdés as avaliagbes o sémen foi diluido em meio diluente de
centrifugacdo a base de leite desnatado Botu-Semen®, na proporgdo de uma
parte de sémen para uma parte de meio diluente para centrifugacéo (1:1). Duas
amostras de sémen foram centrifugadas a uma forca de centrifugacdo de

600xg por 10 minutos.

O sobrenadante das amostras foi desprezado e os pellets
ressuspendidos com dois meios de congelagdo: Botu-crio® com gema de ovo

(BC) e botucrio com lecitina de soja (BCLS), segundo os experimentos | e .

As amostras de sémen foram acondicionadas em palhetas de 0,5 ml em
uma concentracdo de 100 milhdes de espermatozdides por palheta (200
milhdes de espermatozoides/ mL), sendo em seguida as palhetas colocadas
em geladeira comercial da Minitib do Brasil na temperatura de 5°C, as quais
permaneceram por um periodo 20 minutos.

Posterior a periodo de estabilizacdo em geladeira, as palhetas foram
colocadas a seis cm do nivel do nitrogénio em caixa de isopor de
aproximadamente 40 litros, por um periodo de 20 minutos e apds este periodo
as mesmas foram imersas no nitrogénio liquido e estocadas em botijao

criobiologico para posterior analise.

4.1.3) Descongelagdao do Sémen

As palhetas foram descongeladas em banho-maria, a 46°C por 20
segundos, segundo técnica descrita por Papa & Dell’Aqua Jr (2001).

Apb6s descongeladas, as amostras foram avaliadas através da
analise computadorizada da motilidade (CASA - Hamilton Thorn — HTM-IVOS
12 — Anexo [). Os parametros avaliados foram os de motilidade total (MT) e
motilidade progressiva (MP) expressos em percentagem, VAP (velocidade

espermatica ao longo de uma trajetéria média, expresso em pm/segundos),



VSL (velocidade espermatica considerando-se uma trajetéria retilinea com
origem no primeiro ponto analisado e final no ultimo, expresso em pm/seg.),
VCL (velocidade espermatica real, expresso em pm/seg.), LIN (linearidade,
expresso em percentagem), Rapidos (percentual de espermatozéides rapidos).

Utilizaram-se as sondas Diacetato de Carboxifluoresceina e o lodeto de
Propidio, segundo a técnica descrita por Harrison & Vickers (1990) e
modificada por Zuccari (1998). Uma aliquota de sémen de 10ul foi diluida em
40ul da solugéo de trabalho, preparada a partir de uma solugéo de estoque. A
avaliacéo foi realizada com o auxilio de um microscopio de epifluorescéncia
(BX 60, Olympus América INC, através de excitacdo em filtro BW) sob aumento
de 400X. Foram contadas 200 células em uma mesma lamina e classificadas
como integras e lesadas, conforme sua coloragéo.

integros = Espermatozdides corados em verde, em toda sua extens3o.

Lesados = Espermatozoéides corados em vermelho.

5) TESTE DE FERTILIDADE

Para avaliacéo de fertilidade, as éguas foram monitoradas diariamente
por palpacéo retal e ultra-sonografia até a deteccdo de um foliculo de didametro
de 35mm, sendo posteriormente aplicado, por via intramuscular, 1,0 mg de
acetato de deslorelina. Ap6s 36 horas da indugéo da ovulagéo as éguas foram
inseminadas pré-ovulagdo e com 48 horas ja ovuladas inseminadas poOs-
ovulagado na extremidade do corno uterino ipsilateral ao ovario que apresentava

o foliculo ovulatorio.

6) ANALISE ESTATISTICA

Para esse estudo foi utilizadoum delineamento inteiramente
casualizado, no qual os ejaculados foram considerados repeticbes e o0s
protocolos de processamento do sémen (diferentes diluidores) foram
considerados os tratamentos.

Para a analise estatistica das caracteristicas avaliadas, foi empregado o
pacote estatistico Statistical Analysis System (SAS) — verséo 5.0 (1996). Para

tanto realizou-se a seguinte sequéncia de analises:



1- A consisténcia dos dados e a analise descritiva (médias e desvio-
padrdo) das caracteristicas de interesse ao estudo foram realizadas
mediante o emprego do PROC MEANS.

2- As variaveis estudadas (MT, MP, VAP, VCL, VSL, ALH, STR, LIN e
integridade de membrana) foram comparadas entre os diferentes grupos
experimentais, por meio do PROC GLM, utilizando-se para tanto o teste
de Student Newman Keuls (SNK), com nivel de probabilidade de cinco

por cento.

7) DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
7.1) Experimento |

Objetivou-se testar o diluidor Botu-Crio® (composto a base de gema de
ovo), em comparagado ao BCLS45 (substituicdo da gema de ovo por 45g/L de
lecitina de soja'). Apdés a descongelacdo avaliou-se os parametros
espermaticos pela analise computadorizada (HTM — IVOS 12), e percentagem
de células com membrana plasmatica integra através de microscopia de epi-
fluorescéncia, bem como teste de fertilidade. Foram utilizados um ejaculado de

15 garanhdes para os testes laboratoriais.

Para fertilidade foram utilizadas éguas 29 éguas com idade entre 5 e 7
anos, com histérico de fertilidade conhecido e um garanhdo da raca Westfalen
de 12 anos de idade, com fertiidade comprovada com sémen congelado.
Foram realizadas 12 inseminagdes com sémen congelado com o diluente Botu-
Crio e 17 com o0 BCLS45.

7.2) Experimento Il

Neste experimento objetivou-se testar o diluidor Botu-Crio® (composto a
base de gema de ovo), em comparagdo ao BCLS com diferentes
concentragdes de lecitina de soja: 10,0; 12,5; 15,0; 17,5 e 20,0g/L (BCLS10;
BCLS12,5; BCLS15; BCLS17,5 e BCLS20 respectivamente). Foram utilizados

um ejaculado de 10 garanhdes para os testes laboratoriais.

! Sigma P5638 (L-a-Phosphatidylcholine from soybean, Type II-S)



Para o teste de fertilidade utilizou-se 6 ejaculados de um garanh&o da
raca Trakener e foram realizadas inseminagbes comparativas entre BC e
BCLS20, sendo utilizadas 12 éguas com BC vs 10 éguas com BCLS20.
Também comparou-se os diluente BC com o BCLS10, no qual foram utilizados
4 ejaculados de um garanhdo da raca Westfalen e foram inseminadas 8 éguas

com Botu-Crio vs 12 éguas com BCLS10.
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8) Resultados
8.1) Experimento |

Os resultados dos parametros espermaticos: Motilidade Total (MT),
Motilidade Progressiva (MP), VAP (velocidade de trajeto), VCL (velocidade
curvilinear), VSL (velocidade real) analisados pelo CASA, bem como a
integridade da membrana plasmatica (IMP) analisada pela microscopia de epi-
fluorescencia, de amostras congeladas com os diluentes Botu-Crio e Botu-Crio
Com*, encontram-se na Tabela 1.

Nao foram observadas diferencas estatisticas (p>0,05), quando se
comparou os resultados dos parametros espermaticos e a integridade da

membrana plasmatica, dos diluentes testados.

Tabela 1: Valores médios e desvio padrdao dos parametros espermaticos pos-
descongelacio nos diluentes Botu-Crio® e Botu-Crio com 45g/L de Lecitina de
Soja (BCLS45)

Parametro Botu-Crio® BCLS45
MT (%) 61,4+16,2 61,4+£15,9
MP (%) 27,0£9,8 26,7+10,6
VAP (umis) 92,6+13.3 9714138
VCL (ums) 167,5421,7 176,3+22.9
VSL (umls) 73,048,8 75,0410,3
ALH (um) 6,740,5 6,0£0,4
STR (%) 78,1452 77,0424
LIN (%) 46,2151 43,3x1,9
IMP (%) 53,4+11,5 57,417,0
(p>0,05)

MT (Motilidade Total), MP (Motilidade Progressiva), VAP (Velicidade de Trajeto), VCL
(Velocidade Curvilinear), VSL (Velocidade Linear), ALH (Amplitudade Lateral de Cabeca), STR
(Retilinearidade), LIN (Linearidade), IMP (Integridade da Membrana Plasmatica).



8.2) Experimento Il

Tabela 2: Valores médios e desvio padrdo dos parametros espermaticos pos-
descongelacio nos diluentes Botu-Crio® e Botu-Crio com diferentes concentracdes

de Lecitina de Soja

Parametro Botu-Crio® BCLS10’ BCLS12,5° BCLS15® BCLS17,5* BCLS20°
MT (%) 68,1+15,9 65,8+13,5 65,9+17,6 67,6211,2 64,0+15,3 60,5+15,3
MP (%) 28,8+9,2 29,8+9,8 29,6+9,7 31,4+8,2 30,2+10,5 26,6+11,5
VAP
95,4492 110,1+¢12,7 1054122  106,7+11,5  111,5+12,3  105,7+13,1
(um/s)
VCL b b b b
174,7¢11,9°  200,7+18,2° 195,9+20,0° 196,2+19,6%®° 204,2+19,1° 196,5+32,32
(um/s)
VSL b ab ab ab a ab
74,0+7,0 84,8+9.8 81,0+7,1 81,9+7,9 86,0+8,6 78,9+8,7
(um/s)
ALH (um) 7,0£0,5 7,3+0,6 7,4+0,5 7,4+0,5 7.6+0,7 7,5+0,4
STR (%) 76,9+3,2 76,7+2,7 76,5+3,2 76,4+1,9 77,0+£3,8 74,6+3,5
LIN (%) 432429 43,0+1,8 42,3+1,3 42,6+1,3 43,3+1,9 41,621,9
IMP (%) 50,7+10,3 47,5+8,5 46,6+12,2 49,9+8,8 46,1£10,3 43,6+10,9

e Letras diferentes na mesma linha diferem estatisitcamente entre si (p<0,05)
'BCLS10 (Botu-Crio 10g/L de lecitina de soja); ’BCLS12,5 (Botu-Crio Com, 12,5g/L de lecitina de soja);
*BCLS15 (Botu-Crio Com, 15g/L de lecitina de soja); “BCLS17,5 (Botu-Crio Com, 17,5g/L de lecitina de soja);
*BCLS20 (Botu-Crio Com, 20g/L de lecitina de soja)
MT (Motilidade Total), MP (Motilidade Progressiva), VAP (Velicidade de Trajeto), VCL (Velocidade Curvilinear),
VSL (Velocidade Linear), ALH (Amplitudade Lateral de Cabeca), STR (Retilinearidade), LIN (Linearidade), IMP

(Integridade da Membrana Plasmatica).

9) Teste de fertilidade

Os resultados de fertilidade dos experimentos | e |l encontram-se

dispostos nas tabelas 3,4 e 5.



Tabela 3: Taxas de gestagcdo de éguas inseminadas com sémen

congelado com Botu-Crio e BCLS (45g/L lecitina de soja)

Botu-Crio BCLS/45
IA (n) 8/12 3117
Fert. (%) 66,0° 17,0°

*Letras diferem entre si (p<0,01)

Tabela 4: Taxas de gestagdo de éguas inseminadas com sémen

congelado com Botu-Crio e BCLS (20g/L lecitina de soja)

Botu-Crio® BCLS/20
IA (n) 8/12 4/10
Fert. (%) 66,0 40,0

(p>0,05)

Tabela 5: Taxas de gestagcdo de éguas inseminadas com sémen

congelado com Botu-Crio e BCLS (10g/L lecitina de soja)

Botu-Crio BCLS/10
IA (n) 6/8 5/12
Fert. (%) 75,0 41,0

(p>0,05)



10) DISCUSSAO

O desenvolvimento de meios diluidores sem a presenca de componentes
de origem animal tem sido a grande preocupacéo de pesquisadores das mais
diversas regides do mundo. Essa preocupacao deve-se ao fato de possiveis
contaminagdes microbiolégicas e como conseqiéncia a introdugcédo de doencgas
exoéticas em rebanhos de abrangéncia nacional e internacional.

Na maioria dos meios encontra-se o leite e/ou a gema de ovo como fonte
de lipoproteinas com o intuito de proteger os espermatozoides de danos
causados pelo choque térmico (Cotorello & Henry, 2002; Aurich, 2005). No
entanto, tém sido levantadas algumas questbes quanto a utilizagdo de tais
compostos, como por exemplo: grande variacdo entre os lotes de matéria-
prima (leite e ovo), dificuldades ou mesmo impossibilidade de obtencao de
certificados de qualidade; necessidade de utilizacdo de matéria-prima livre de
contaminagdo (ex.: ovos SPF). Outros citam riscos de contaminacéo
microbiolégica com os efeitos subseqientes relacionados a introdu¢do de
doencas exoticas em rebanhos ou paises e a producdo de endotoxinas
deletérias a capacidade fertilizante dos espermatozdides; e maiores exigéncias
na estocagem dos produtos associadas as condigbes especificas necessarias
para manutencdo da integridade dos constituintes do meio (Batellier et al.,
1997; Bousseau et al., 1998; Aires et al., 2003; Gil et al., 2003; Ricker et al.,
2006).

Os resultados encontrados nos experimentos | e Il possibilitam observar
que o diluidor BCLS foi tdo eficiente quanto o BC na congelagcdo de sémen
equino, demonstrando que a gema de ovo pode ser substituida pela lecitina de
soja na composicdo do diluente de congelacdo mantendo a qualidade
espermatica, concordando os achados nas espécies: bovina Aires et. al.
(2003), Gil et al.(2000), Hinsch et. al. (1997), ovina Bittencourt et. al. (2007a)
Gil et al. (2003) caprina Bittencourt et. al. (2007b) e equina Rickers et. al.
(2006). Contrariamente, diversos autores n&o obtiveram melhoria nos
parametros espermaticos com a presencga da lecitina de soja, conforme pode
ser constatado pelos achados de DelLeeuw et. al. (1993), Thun et. al. (2002) e

Celeghini et. al. (2008). Ja Dell’Aqua Jr. et. al. (2007) observaram resultados



superiores do diluente com lecitina de soja em comparagdo ao meio tradicional

Tris-gema.

Quando comparamos os resultados laboratoriais dos experimentos | e I
do presente trabalho observamos que o0s mesmos encontram-se em
consonancia com os de Rickers et. al. (2006), os quais avaliaram o efeito da
substituicdo da gema de ovo no meio de congelacdo para sémen equino
INRA82® pela fosfatidilcolina de soja e fosfatidilcolina de ovo. Estes autores
ndo encontraram diferengas significativas entre os meios INRA82® com gema
de ovo, INRA82® com fosfatidilcolina de soja e INRA82® com fosfatidilcolina de
ovo quanto aos parametros de motilidade pré-congelagéo (total e progressiva)
e motilidade (total e progressiva) e integridade de membrana pos-

descongelagéo.

Tal semelhancga tem estimulado o desenvolvimento de novas pesquisas
voltadas para a remocédo da gema de ovo, que a despeito de conter em sua
composicao sustancias lipoproteicas que estabilizam as membranas
(Watson,1990), De Leeuw et al.(1993), Holt (2000) Vishwanath € Shannon
(2000), a mesma pode ainda promover acdes tdxicas (Bedfor et. al. (1995),
como também um veiculador de agentes contaminantes (Gil et al. 2003).

Com base em informacgdes do fabricante, o diluente BC é composto de
varios aminoacidos combinados, o que pode ter fornecido aos espermatozdides
uma agao crioprotetora ao BCLS com diferentes concentragdes de lecitina de
soja, durante o processo de congelagcdo. Esta acao benéfica por parte dos
aminoacidos foi relatada por Kundu et al. (2001) quando congelaram
espermatozoides da cauda de epididimo da caprinos e concluiram que os
aminoacidos s&o moléculas eletricamente carregadas e interagem
eletrostaticamente com os grupos fosfatos da membrana plasmatica, formando
uma camada DNA superficie dos espermatozéides, melhorando a acdo dos
crioprotetores.

No experimento | foi utilizado uma concentracao de 45g/L de lecitina de
soja substituindo a gema de ovo no diluente BC. Para conseguir esta
concentracdo foram realizados inUmeros pré-experimentos e somente com
essa quantidade do produto obteve-se porcentagens de motilidade total e

progressiva e integridade da membrana plasmatica em niveis razoaveis. A



partir dos resultados laboratoriais alcangados foi planificado o experimento | e
realizadas inseminagdes artificiais. Quando foram comparadas as taxas de
prenhes entre o BC e BCLS45 observou-se uma superioridade do diluente
comercial, como havia sido constatado na espécie bovina por DeLeeuw et. al.
(1993) e inferiores aos de Rickers et. al. (2006), a despeito de nao ter sido
relatado as concentragdes de fosfatidilcolina utilizadas por esses autores.

Com base nos baixos indices de fertilidade do experimento |, optou-se
pela comparagdo de concentragdes decrescentes de lecitina de soja, sendo
estas compreendidas entre 10 e 20g/L de lecitina de soja, reproduzindo os
mesmos resultados laboratoriais obtidos com o BCLS45 em comparagéo ao
BC. Isso evidenciou que a diminuicdo da concentracado da substancia quimica
de 45 para 10g/L n&o alterou os resultados in vitro na congelabilidade de
sémen equino. O teste de fertilidade foi baseado na semelhanga entre os
parametros de motilidades total e progressiva, bem como da integridade da
membrana plasmatica entre as diferentes concentragdes de lecitina de soja
levando a escolha dos extremos: BCLS20 e BCLS10. A reducdo da
concentracdo de lecitina de soja viabilizou um incremento na fertilidade tanto
para o diluente BCLS20 (40%) e como para o BCLS10 (41%), sendo
semelhantes aos obtidos com o BC (66% e 75%). Esses resultados se
assemelham aos encontrados nas espécies: bovina com Bosseau et. al.(1998),
Gil et.al. (2000), Hinsh et. al. (1997), Aires et. al. (2003), Van Wagtendonk-
DelLeeuw et. al. (2000), Thun et. al. (2002), Gil et.al. (2003), em equinos
(RICKERS et. al. 2006).

Com relagdo aos baixos resultados alcangados com BCLS45 em
comparacao ao BC, isto pode estar relacionado segundo De Leeuw et. al.
(1993) por uma maciga aderéncia de lipideos da lecitina de soja na superficie
da membrana plasmatica devido a alta concentragdo da substancia no meio
diluidor, bem como as modificagdes da composi¢cao da propria membrana ou
mesmo uma forte interagdo dos lipidios presentes na lecitina de soja com a
membrana espermatica durante o processo de congelagao e descongelacéao (et
al. 2006). A alta concentracdo desses lipideos da lecitina de soja
provavelmente inibe os fatores ligados ao processo de capacitagédo, como foi
observado por Zahn et. al. (2002) que realizaram um experimento utilizando a

incorporacgao do colesterol na membrana de espermatozoides equinos por meio



da ciclodextrina. Neste experimento observaram que as amostras incubadas
em colesterol ndo foram capazes de sofrer a reagdo acrossomal induzida e que
a fertilidade destas amostras foi muito reduzida, quando comparadas com
amostras controle ndo incubadas em colesterol (75%vs25%), resultados estes
muito préximos dos obtido no presente trabalho quando testados o BC e
BCLS45 respectivamente.

Com relacéo aos indices de fertilidade obtidos com os meios BCLS20 e
BCLS10, pode-se hipotetizar que as concetragdes utilizadas ndo apresentaram
a acdo crioprotetora esperada na membrana espermatica apesar destes
lipideos promoverem uma barreira fisica contra crioinjurias, visto que esses
lipideos do diluente, segundo Rickers et. al. (2006), apresentam a capacidade
de revestirem a membrana espermatica, sem contudo haver uma interagcéo
destes com os lipideos da membrana plasmatica.

Assim como Rickers et. al. (2006) e com base no presente estudo novas
investigacbes deverdo ser realizadas para aprimorar os resultados de
fertilidade com os meios com lecitina de soja de modo a se assemelharem com
os obtidos com diluentes convencionais contendo gema de ovo.

Deste modo, com base nos resultados apresentado, o desenvolvimento
de um diluente a base de lecitina de soja pode ser uma alternativa aos
diluentes convencionais contendo leite e/ou gema de ovo. No entanto, a
despeito de nao haver diferencas na fertilidade dos diluentes BCLS20 e
BCLS10 quando comparados ao BC, estes indices podem e devem ser
melhorados, através de estudos que possam n&o sé encontrar a concentragéo
ideal de lecitina de soja como também um produto a base de soja ou similar
que contenha nacional e principalmente internacionalmente substancias
lipoprotéicas capazes de subistituir as da gema de ovo ou leite e como

conseqléncia indices de fertilidade similares.



11) CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente experimento, pode-se

concluir:

1-

Com relacdo aos parametros espermaticos pos-descongelagao,
ndo foram observadas diferengcas entre o diluente Botucrio
contendo gema de ovo e as amostras com diferentes

concentracgdes de lecitina de soja.

A taxa de prenhes com sémen congelado com BC foi superior as
amostras congeladas com BCLS contendo 45g/L de lecitina de

soja.

Nao foram observadas diferengcas entre as taxas de prenhes
Botucrio com gema de ovo (BC) quando comparadas com
amostras congeladas com baixas concentracbes de botucrio
lecitina de soja 10% (BCLS 10) e 20% (BCLS 20%).



12) Consideragéao Final

Novas pesquisas deverao ser desenvolvidas para que os diluentes a
base de lecitina de soja possam apresentar resultados equivalentes aos

obtidos com os diluentes convencionais com gema de ovo.
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ANEXOS

Anexo |

AJUSTE DO HTMA-IVOS-10 PARA ANALISE SEMINAL EM EQUINOS

CARACTERISTICAS AJUSTE
Numero de pontos examinados 30
Contraste das células em relagdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels
Contraste para células imoveis 30 pixels
Limite inferior para indice retilineo 80 %
Referéncia para velocidade média (VAP) <70 um/s
Referéncia para velocidade lenta (VAP) <30 um/s
Referéncia para velocidade lenta (VSL) <20 um/s
Limite inferior de tamanho 0,62 pixels
Limite superior de tamanho 2,98 pixels
Limite inferior de intensidade 0,24
Limite superior de intensidade 1,19
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 100%
Lentos contados como méveis Nao

Magnificagao 1,95




Anexo I

PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

Solugcao de estoque das sondas fluorescentes

Solugbes Constituintes Quantidade
lodeto de Propideo’ 10mg
Estoque [P Solugéo fisiolégica 20mL
Estoque CFDA Diacetato de 9,2mg
carboxifluoresceina®
DMSO 20mL
Estoque de Formaldeido = Formalina a 40% 1mL
Solucéo fisiolégica 79mL
Estoque de citrato de Citrato de sddio 39
Sodio Solugdo fisiologica 100mL

"P 4170 - Sigma
% C 5041 — Sigma

Solugéo de trabalho
Solugao
Quantidade
Solucgéo de Citrato de Sodio 3% 0,96mL
Solugao de formaldeido 10uL
Solugao de lodeto de Propideo 10uL

Solucéo de Carboxifluoresceina 20pL
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