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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo comparar a influéncia de quatro diferentes diluentes de sémen
contendo Leite desnatado (G1), Leite desnatado e Pentoxifilina (G2), Colesterol (G3) e
Colesterol e Caseina (4) acrescidos na pré-centrifugacdo do ejaculado de garanhdes, visando
avaliar cinética e integridade de membrana citoplasmatica dos espermatozoides. Foram
realizadas sete coletas de sémen de quatro garanhdes (n= 28), de diferentes idades e sadios. As
amostras foram separadas em quatro aliquotas e diluidas nos extensores supracitados, a
criopreservacao foi realizada seguindo metodologia de Papa et al (2002). A analise dos
parametros de cinética foi realizada por meio do sistema computadorizado CASA (HTM-1VOS
12 Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA), e a anélise da integridade de membrana
citoplasmatica realizada a partir de microscopia de fluorescéncia. Os parametros foram
avaliados no momento pré-centrifugacao, pos-descongelacao e 30 minutos pos- descongelacéo.
Os extensores G3 e G4 apresentaram em média 0s melhores indices de cinética espermatica em
ambas as analises. Diluentes a base de colesterol e ciclodextrina obtiveram melhores taxas de
cinética pds-descongelacdo em comparacdo a extensores baseados em leite desnatado no

processo de criopreservacdo seminal.

PALAVRAS-CHAVES: BIOTECNOLOGIA, CONGELACAO, ANDROLOGIA,
CINETICA ESPERMATICA, GARANHAO
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ABSTRACT

This work aimed to compare the influence of four different semen extenders containing
Skimmed Milk (G1), Skimmed Milk and Pentoxifylline (G2), Cholesterol (G3) and Cholesterol
and Casein (4) added in the pre-centrifugation of stallion ejaculate, in progress to evaluate
kinetics and integrity of the sperm cytoplasmic membrane. Seven semen collections were
carried out from four stallions (n= 28), of different ages and healthy conditions. The samples
were separated into four aliquots and diluted in the aforementioned extenders, cryopreservation
was carried out following the methodology of Papa et al (2002). The analysis of Kinetic
parameters was carried out using the CASA computerized system (HTM-IVOS 12 Hamilton
Thorne Research, Beverly, MA, USA), and the analysis of the integrity of the cytoplasmic
membrane was carried out using fluorescence microscopy. The parameters were evaluated pre-
centrifugation, post-thawing and 30 minutes post-thawing. Extenders G3 and G4 had the best
sperm kinetic indexes on average in both analyses. Cholesterol and cyclodextrin-based diluents
obtained better post-thawing kinetic rates compared to skimmed milk-based extenders in the

seminal cryopreservation process.

KEYWORDS: BIOTECHNOLOGY, FREEZING, ANDROLOGY, SPERM KINETICS,
STALLION
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1. INTRODUCAO

A equideocultura brasileira cresce de forma exponencial, segundo o IBGE (2021)
alcancando um total de 5,7 milhdes de animais no ano de 2021. Esse alto contingente reflete
em uma posicdo de destaque internacional da industria equestre, impulsionando a necessidade
de implementagdo de novas biotecnologias reprodutivas, visando acelerar e facilitar o
melhoramento genético do plantel brasileiro.

O Brasil é o segundo pais no mundo que mais utiliza sémen refrigerado para
transporte a longas distancias, e existe uma crescente ampliacdo do uso do sémen
congelado visando a reducao de custos de producao, além da selecdo de garanhdes com
alto valor zootécnico para reproducdo (ESMAIL et al., 2023; PAPA, 2020). Contudo,
sabe-se que a selecdo de animais reprodutores € baseada na genética, performance e
conformacdo, como consequéncia, € grande o nimero de animais subférteis em
programas de reproducdo assistida (VARNER et al., 2008).

Desta forma, ¢é alta a demanda do mercado equestre para melhoramento da
qualidade seminal a partir de biotecnologias reprodutivas. O sucesso da criopreservagao
espermatica é afetado por diversos fatores, como temperatura de armazenamento, taxa
de resfriamento, composicdo do plasma seminal e higiene do laboratério, bem como a
utilizacdo de diluentes ou extensores pré-centrifugacdo (NEUHAUSER et al., 2019;
MONTEIRO et al., 2011).

A eficacia dos extensores de sémen é comprovada na manutencdo da cinética e
integridade funcional dos espermatozoides, responsaveis por estabilizar o pH, remover
subprodutos nocivos ao metabolismo, fornecimento de energia, prote¢do contra choque
térmico e supressdo do desenvolvimento bacteriano (AURICH et al., 2020;
MONTEIRO et al., 2011). Porém, sabe-se que a composi¢cdo do diluente pode ter
influéncia direta na fertilidade do sémen refrigerado ou congelado, sendo vantajoso o
teste individual de cada garanh&o, afim de verificar a existéncia de fatores genéticos ou
raciais que possam interferir nesse processo (PAPA, 2020).

Assim, esse trabalho tem como objetivo comparar a influéncia de quatro
diluentes de sémen a base de: leite desnatado (BotuSémen®), leite desnatado e
pentoxifilina (BotuTurbo®), colesterol (BotuSémen Special®) e colesterol e caseina
(BotuSémen Gold®) (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil). Utilizados na pré-

centrifugagdo para criopreservacdo do ejaculado de garanhdes, visando avaliar cinética



e integridade de membrana plasmatica dos espermatozoides e discutir as variagdes individuais
de garanhdes e diluentes.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CELULA ESPERMATICA

A morfoldgica espermatica foi descrita pela primeira vez por Van Leeuwenhoek, em
1677, propondo sua semelhanga com a forma de um girino. Porém somente no ano de 1964,
com a introducdo dos microscopios eletronicos foi possivel a descricdo detalhada da célula
(AMANN., 2011; VARNER et al., 2008; SAACKE, ALMQUIST, 1964).

O espermatozoide equino tem comprimento médio de 61 a 86um e é dividido
anatomicamente entre cabeca e cauda. A cabeca € subdividida em regido acrossomal, segmento
equatorial, regido pos-acrossomal e regido posterior ao anel, que indica a divisdo entre cabeca
e cauda, separando componentes citosolicos entre eles. Ja a cauda pode ser subdividido em peca
de conexdo, peca intermedidria, peca principal e peca final (AMANN, 2011; CUPPS, 1991).

O citoesqueleto é composto por proteinas que ddo a cabeca sua forma de espéatula
achatada dorsoventralmente (DAVIES-MOREL, 2008; VARNER et al., 2015). O acrossoma €
uma organela que se origina do aparelho de Golgi que contém receptores de proteinas e enzimas
hidroliticas essenciais para reacdo acrossomal (VAN MOL, 2020). J& o nucleo é responsavel
por armazenar o DNA paterno que é densamente empacotado e intimamente associado a
proteinas nucleares (SAMPER, 2008).

A peca intermediaria contém mitocondrias dispostas de forma helicoidal, responsaveis
pelo fornecimento de energia para o metabolismo basal e movimento da cauda do
espermatozoide (AMANN, 2011). Na junc¢do com a peca principal, existe um anel fibroso de
separacao, em que a bainha mitocondrial € substituida por uma bainha fibrosa, que associada
a um axonema centralizado e fibras densas externas formam a peca principal. A peca final é
composta por pequena extensdao do axonema e uma terminacdo local da bainha fibrosa
(VARNER et al., 2015).

Toda extensdo da célula espermatica € circundada por uma membrana plasmatica,
composta por uma bicamada fosfolipidica que contém proteinas, carboidratos complexos e
colesterol. As proteinas atravessam a membrana e funcionam como receptores, canais iénicos,

poros e componentes de transdugdo de sinal (VAN MOL, 2020). Entretanto, existe uma



divisao de regies de dominio celular da membrana, que impactam no processo de fertilidade
(BRINSKO et al., 2010; EDDY, O’BRIEN, 2006).

2.2 AVALIACAO DA QUALIDADE SEMINAL

A avaliagdo da qualidade espermatica tem como objetivo determinar o potencial de
fertilidade de um sémen, seja uma amostra fresca, refrigerada ou congelada. Sabe-se que
existem garanhdes com aparente boa qualidade espermatica e baixas taxas de fertilidade,
assim é necessario lancar mao de métodos adicionais de controle de pardmetros seminais,
visando maior precisdo a estimativa do potencial de fertilizacdo (JOHANNISSON, COJKIC,
MORRELL, 2023; PAPA, 2020).

2.2.1 Cinética Espermética

A motilidade espermatica é a caracteristica celular que permite o deslocamento no trato
genital feminino, e reflete no sucesso da fertilizacdo. Sua ocorréncia depende da propulsao
produzida pela cauda, que realiza deslizamentos sincronos dos microtibulos que o compdem
(PAPA, 2020). Esse processo depende de altas concentracdes de AMPCc, sintetizado a partir
do ATP gerado pela metabolizacdo da glicose durante a etapa da glicélise, ciclo de Krebs,
cadeia transportadora de elétrons e fosforilacdo oxidativa (PETER et al., 2021; VARNER,
JOHNSON, 2011; PAPA, 2020).

A avaliacdo de pardmetros de cinética € um exame realizado imediatamente apds a
coleta, sem a interferéncia de diluentes e em um ambiente aquecido a 37°C. A motilidade total
é definida como a porcentagem dos espermatozoides viaveis em um determinado campo, ja a
motilidade progressiva depende da quantidade de células avancando ativamente, levando em
consideracdo as altas taxas de insercdo abaxial da peca intermediaria a cabeca do
espermatozoide, alterando a trajetoria da celula (PETER et al., 2021; PAPA, 2020).

Atualmente, a avaliagdo computadorizada do movimento espermético é amplamente
utilizada, visando a padronizacdo da cinética, retirando a subjetividade da pesquisa (PAPA,
2020). O sistema CASA (Computer assisted sperm analysis) € um software projetado para
aquisicdo de sucessivas imagens do espermatozoide, define diferentes subpopulagdes de
espermatozoides e informa parametros detalhados de velocidade, linearidade, oscilacao,
amplitude do deslocamento lateral da cabeca e frequéncia de batimento flagelar (PETER et
al., 2021).



2.2.2 Integridade de membrana

Ao final da espermatogénese, 0 espermatozoide maduro perde grande parte das
organelas celulares e ndo é capaz de realizar transcricdo de DNA, impedindo a sintese de
novos componentes da membrana celular (EDDY, O’BRIEN, 2006). Como consequéncia, 0
dano a membrana plasmatica resulta em perdas irreversiveis da funcionalidade espermatica,
levando a diminuig&o das taxas de fertilidade (AURICH, 2005).

A membrana espermatica é suscetivel a danos desde a ejaculacao e transporte no trato
genital feminino, até o processamento e criopreservacdo do sémen (VARNER, JOHNSON,
2011). Vérios fatores sdo responsaveis por lesionar a membrana, cComo a exposicao as espécies
reativas de oxigénio (EROS) durante a passagem no Utero, peroxidacdo lipidica, choque
térmico, centrifugacdo, além da propria refrigeracdo e congelacdo (PETER et al., 2021,
AURICH, 2005).

Testes funcionais e de coloragdo para determinar o grau de integridade da membrana
sdo disponiveis no mercado. As sondas fluorescentes sdo compostas por uma solugdo de
diacetado de 6-carboxifluoresceina, que serd convertida em fluoresceina por enzimas
presentes no citoplasma de espermatozoides com membrana intacta, emitindo uma coloragéo
verde. Além do iodeto de propideo, que se liga a receptores localizados no DNA espermatico,
alcancado em células com membrana lesionada, emitindo uma coloragdo vermelha
(BERGSTEIN, WEISS, BICUDO, 2014; ARRUDA et al., 2011).

2.3 BIOTECNOLOGIAS APLICADAS AO SEMEN

A refrigeracdo e congelacdo sdo biotecnologias amplamente utilizadas visando a
preservacdo de material genético de animais de alto valor zootécnico, maximizando a
utilizacao de garanhdes, minimizando gastos e risco de transportes de animais, alem de reduzir
a disseminacdo de doencas (PAPA, 2020; SQUIRES, 2013).

2.3.1 Refrigeracéo

O processo de refrigeracdo seminal foi inserido no mercado equino na década de 1980,

com objetivo de aumentar a distribuicdo de doses inseminantes pelos Estados Unidos, sendo
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amplamente aceita entre associagdes de criadores. Essa técnica implementou o transporte do
ejaculado a longas distancias, aumentando a longevidade do material genético de 24 a 72 horas
(HERNANZES-AVILES, LOVE, 2021; NOVELLO et al., 2020).

A refrigeracdo tem como objetivo a reducdo do metabolismo celular através de baixas
temperaturas, retardando reagGes quimicas e o crescimento bacteriano, estabilizando a
amostra a 5°C. Em temperaturas entre 19 e 8°C os espermatozoides sofrem uma transigéo de
fase dos fosfolipideos presentes na membrana, que passam de estado liquido para gel
(HARTWIG et al., 2014; GRAHAM, 1996). E denominado como uma fase critica da
refrigeracdo, suscetivel a choque térmico celular (PAPA, 2020).

Esse acontecimento predispde a ruptura da membrana, alteragdo na conformacéo dos
fosfolipideos de membrana, induzindo desarranjo das moléculas, perda rapida de motilidade
e danos no acrossoma, que comprometem o funcionamento celular (VITA et al., 2011). A
prevencao se da pela queda da temperatura de forma lenta e gradual, realizada em uma taxa
de -0,1 a -0,05°C/minuto, objetivando a reducdo de efeitos deletérios a célula espermética
(PAPA, 2020).

2.3.2 Congelacéo

O primeiro relato de gestacdo em égua obtida com sémen criopreservado foi descrita
em 1957 por Barker e Gandier, a partir da sec¢do post mortem de um epididimo equino, e
subsequente coleta de material biolégico. A partir deste acontecimento foram realizadas
diversas pesquisas visando a otimizagdo de seu uso, e 0 aumento das taxas de fertilizagdo
(CAMARGO, 2023).

Apos a refrigeracdo do sémen a 5°C com uma taxa de -0,1 a 0,05°C/min durante 20
minutos, a amostra € submetida a uma taxa de congelacdo de -20°C/minuto, chegando a
temperatura de -130°C. Na sequéncia € realizado a submersdo em nitrogénio liquido,
alcangando a temperatura de -196°C de forma segura para protecdo da celula espermética
(PAPA, 2020). O principio da criopreservacdo se baseia na desidratagdo celular, ocasionado
pelo transporte de agua do meio intra para o extracelular, permitindo que o espermatozoide se

torne isosmatico em relagdo ao meio (OLIVEIRA, 2020).
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Durante o decréscimo de temperatura entre -10°C e -15°C ocorre o segundo ponto
critico da criopreservacao espermatica, dando inicio a formacéo de cristais de gelo no meio
extracelular. Esse acontecimento acarreta a desidratacdo excessiva da célula espermatica, que
ficara hipotdnica em relacdo ao meio externo. Para ocorrer o equilibro osmético da solucéo, é
essencial o uso de diluentes crioprotetores (OLIVEIRA, 2020; PAPA, 2020; SQUIRES et al.,
1999).

Os crioprotetores sdo compostos quimicos que interagem com as moléculas de agua e
inibem a formacéo das pontes de hidrogénio que sdo essenciais para a formacao de cristais de
gelo, classificados em penetrantes e ndo penetrantes (NEUHAUSER et al., 2019). Os
crioprotetores penetrantes, como glicerol e amidas, sdo moléculas com baixo peso molecular
que penetram na membrana plasmatica, diminuindo o ponto de congelacdo da dgua e evitando
a formacéo de cristais de gelo intracelulares. Ja os ndo penetrantes, como gema de ovo e
acucares, sdo macromoléculas que facilita a saida da agua intracelular, tornando a célula
isotonica em relacdo ao meio (OLIVEIRA, 2020; PAPA, 2020; IAFFALDANO et al., 2014).

2.4 MEIOS DILUIDORES DE SEMEN

Os diluidores de sémen desempenham um papel essencial na manutencdo da
viabilidade seminal fora do trato reprodutor, e sdo responsaveis pelo sucesso da inseminacao
artificial com sémen refrigerado e transportado (PAPA, 2020). O primeiro meio diluidor foi
produzido na década de 1970, pelo Dr. Robert Kenney, denominado Kenney € a base de leite
desnatado, glicose, bicarbonato de sodio, gentamicina e agua destilada, e foi percursor de
diversos estudos sobre manutencdo da célula espermatica (NOVELLO et al., 2020; KENNEY
etal., 1975).

Dentre os diversos beneficios do uso de diluidores de sémen, estdo a diluicdo do
plasma seminal, controle de pH e osmolaridade, fornecimento de energia, inibicdo do
crescimento bacteriano e protecdo contra choque térmico (AURICH, 2005). Atualmente,
existem diversos compostos formulados para melhorar a performance espermatica apos
refrigeracdo a 5°C, como leite desnatado, antibidticos, pentoxifilina, aglcares, caseina e
colesterol (PAPA, 2020; MOORE, SQUIRES, GRAHAM, 2005).

O leite desnatado é constituido de agua, proteinas, agucares, lactose, lipideos e minerais.
Seu principal fator de protecdo ao sémen € a caseina, proteina responsavel por prevenir o dano
criogénico ao espermatozoide por ligacdo competitiva as proteinas do plasma seminal,

estabilizando a membrana contra o efluxo de colesterol e fosfolipideos (GOBATO, 2020).
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Atualmente, o caseinato de sodio é amplamente utilizado na composicdo de diluentes de
sémen, resultando em maiores taxas de fertilidade em comparacdo ao uso de diluentes com
leite desnatado em garanhdes denominados “bad cooler” ou “bad freezer” (CAMPQOS, 2018).

Com objetivo de aumentar a resisténcia espermatica em baixas temperaturas, é possivel
acrescer colesterol associado a ciclodextrina nos compostos diluidores. A ciclodextrina é
responsavel pelo transporte, dissolucdo e aumento da solubilidade de componentes
hidrofobicos em solugdo aquosa (HARTWIG et al., 2014). Ja o colesterol € um componente
comprovadamente benéfico para criopreservacdo, responsavel pela fluidez e estabilizacdo da
membrana plasmaética, acarretando maiores niveis de cinética espermatica e integridade de
membrana (PAPA, 2020).

A pentoxifilina € um derivado da metilxantina, que tem como funcdo a inibi¢do da
atividade enzimaética da fosfodiesterase, que leva ao aumento do AMPc intracelular. Desta
forma, a geracédo de energia que atua diretamente no controle flagelar da célula espermatica é
mantida, sendo eficiente para elevacdo da cinética espermatica (GUASTI, 2014; TSUNODA,
2014).

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é avaliar a influéncia da adi¢do de diferentes diluentes na pré-

centrifugacdo seminal, para posterior congelagéo.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Realizar congelagdo seminal em quatro garanhdes

b) Auvaliar cinetica espermatica e integridade de membrana plasmatica

c) Definir qual melhor diluente pré-centrifugacéo no grupo definido
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4. MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Uso Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (FMVZ) Unesp — Campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (Protocolo CEUA n°
0508/2023).

3.2 LOCAL DE PESQUISA E ANIMAIS

O estudo foi conduzido durante o periodo de julho a setembro de 2023, na Faculdade de
Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho
(FMVZ) Unesp — Campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (latitude 22° 53’ S, longitude 130 48°
26> W, altitude 840 m). Foram utilizados quatro garanhdes, com idade entre cinco e 20 anos,
clinicamente sadios e de diferentes racas. Os animais foram mantidos em piquetes (25x25m) e
a alimentagéo a base de feno de Tifton-85 (Cynodon spp.), ragcdo comercial balanceada, sal

mineral e 4gua ad libitum.

3.3 COLHEITA E AVALIACAO SEMINAL

Foram realizadas 7 colheitas do sémen de cada garanh&o (n= 28) por meio de vagina
artificial modelo Botupharma® (Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), preenchida com agua a 50°C, em
manequim com égua em cio. Ap6s a colheita, o sémen foi filtrado para remocdo da fracéo
gelatinosa e possiveis sujidades. O volume total do ejaculado foi determinado pela graduacéo
do tubo, e a concentracdo espermatica avaliada a partir da contagem de células na camara de
Neubauer, diluindo 10uL de sémen em 190uL de agua destilada.

Na sequéncia, o ejaculado foi fracionado em quatro aliquotas iguais, diluidos na
propor¢do 1:1 nos seguintes extensores: G1 - BotuSEMEN® (Botupharma, Botucatu, SP,
Brasil); G2 - BotuTURBO® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil); G3 — BotuSEMEN
SPECIAL® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) e G4 - BotuSEMEN® GOLD (Botupharma,
Botucatu, SP, Brasil).

Os pardmetros de cinética espermatica motilidade espermatica total (MT [%)]),
motilidade espermatica progressiva (MP [%]) e porcentagem de espermatozoides com
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movimento rapido (RAP [%]) foram avaliados por meio do sistema computadorizado CASA -
Computer Assisted Semen Analyzer (HTM-IVOS 12 Hamilton Thorne Research, Beverly, MA,
USA), depositando 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.

A analise da integridade de membrana citoplasmatica (IM%) foi realizada a partir da
técnica de Harrison e Vickers (1990), que consiste em adicionar 50ul da solucéo de trabalho de
iodeto de propidio e diacetato 6-carboxifluoresceina e 20ul de amostra seminal em um tubo
Eppendorf®. A amostra foi mantida a 30°C por 10 minutos, sem exposicdo a luz. Para leitura
do resultado, é necessario dispor uma gota do composto em uma lamina coberta por laminula,

analisada pela microscopia de fluorescéncia.

3.4 REFRIGERACAO E CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

As amostras foram dispostas em tubos Falcon® e centrifugadas a 600G durante 10
minutos (Centrifuga Baby | 206 BL, Fanem®, Guarulhos, SP, Brasil). O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento ressuspendido em diluente comercial para congelacéo a base de gema
de ovo (BotuCRIO®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) em uma concentragdo de 50x10° de
espermatozoides por ml. Apés adequada homogeneizacdo, foram envasadas em palhetas de
0,5ml e lacradas com alcool polivinilico.

Para refrigeracdo, as palhetas serdo armazenadas a 5°C por 20 minutos em refrigerador
com temperatura controlada (Minitube do Brasil Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil). A congelagéo
seguiu protocolo descrito por Papa et al. (2002), utilizando uma caixa de isopor com capacidade
para 45 litros, preenchida com nitrogénio liquido (LN2) até a marca de 4cm de altura.

As palhetas serdo acondicionadas horizontalmente 4,0cm acima do nivel do LN2 por 20
minutos para resfriamento rapido, em uma temperatura entre -110 e -120°C. Na sequéncia seréo
imersas no nitrogénio liquido, chegando a temperatura de -196°C. A descongelacdo em banho-
maria a 37°C por 30 segundos, transferidas para um tubo Eppendorf® de 2,0mL e incubadas
em banho seco por 10 minutos a 37°C para subsequente avaliacéo.

O material biolégico foi submetido aos mesmos testes pre-congelacdo, de cinetica e
integridade de membrana mitocondrial e acrossomal, respectivamente utilizando o CASA -
Computer Assisted Semen Analyzer (HTM-IVOS 12 Hamilton Thorne Research, Beverly, MA,

USA) e microscopia de fluorescéncia.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos das avaliacdes de cinética espermatica e integridade de membrana
plasmatica foram avaliados pelo software GraphPad Prism version 6.00 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com™), e expressos em meédia
e erro padrdo. Todos os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar
a distribuicdo normal das variaveis estudadas. Para as médias obtidas com distribuicdo normal,
utilizou-se teste ANOVA de medidas repetidas seguida de Tukey e quando ndo paramétrico

teste de Friedman seguido de Dunn. Diferencas foram consideradas quando P <0,05.

5. RESULTADOS

Os dados apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3 representam os resultados da analise
computadorizada de movimento espermatico (CASA) realizada em 28 ejaculados provenientes
de quatro garanh@es antes e apds o processo de criopreservacao. As amostras foram submetidas
ao processo de congelacdo utilizando quatro diferentes diluidores no momento pré-
centrifugacéo (G1 - BotuSEMEN®; G2 - BotuTURBO®; G3 — BotuSEMEN SPECIAL® e G4
- BotuSEMEN® GOLD (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil). Os parametros avaliados incluem
motilidade total, motilidade progressiva, porcentagem de espermatozoides rapidos e velocidade
média dos espermatozoides.

No momento pré-congelacdo (Tabela 1), a motilidade total variou (P <0,05) entre os
grupos G2 e G3/G4, porém G1 foi semelhante a ambos. Os parametros de motilidade
progressiva e porcentagem de espermatozoides rapidos foram superiores no G4 em comparagao
ao G1 e G2 (P <0,05), entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre todos 0s grupos em
relacdo ao G3. Em relacdo a velocidade média, os grupos G1 e G4 obtiveram valores
significativamente maiores em relacdo ao G2 (P <0,05), enquanto G3 nao diferiu de ambos os

grupos.

TABELA 1 - Valores médios e erro padrdo dos parametros de cinética espermatica, motilidade total, motilidade

progressiva, nimero de espermatozoides rapidos e velocidade média, avaliados a partir da analise
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computadorizada de movimento esperméatico (CASA) em 28 ejaculados de quatro garanhdes diferentes no
momento pré-congelacdo. G1 — BotuSémen, G2 — BotuSémen Turbo, G3 — BotuSémen Special e G4 — BotuSémen
Gold.

Gl G2 G3 G4
Motilidade Total (%) 90,1 +0,6® 88,6 + 0,9 89,9+ 0,7° 91,6 £ 0,52
Motilidade Progressiva (%) 39,5+£2,02 39,7 £ 2,42 41,1+2,0%® 42,2 +2,0°
Espermatozoides Rapidos (%) 839+10° 826+1,2° 84,2 + 1% 86,2+ 0,8°
Velocidade Média (mm/s) 143+ 2,12 134 +3,0° 138 + 2,42 142 + 2,42

ab — Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (P <0,05).

ApOls o0 processo de criopreservacdo e subsequente descongelagdo (Tabela 2), as
avaliacBes de cinética foram repetidas. A motilidade total foi significativamente maior (P
<0,05) nos grupos G3 e G4 em comparagdo ao G2, porém ndo diferiu do G1 (P >0,05). Na
motilidade progressiva, G3 e G4 obtiveram maiores indices de cinética, enquanto G1 e G2

foram inferiores e semelhantes entre si.

TABELA 2 — Valores médios e erro padrdo dos pardmetros de cinética espermatica, motilidade total, motilidade
progressiva, nimero de espermatozoides rapidos e velocidade média, avaliados a partir da analise
computadorizada de movimento espermatico (CASA) em 28 ejaculados de quatro garanhdes diferentes no
momento pos-descongelacdo. G1 — BotuSémen, G2 — BotuSémen Turbo, G3 — BotuSémen Special e G4 —
BotuSémen Gold.

Gl G2 G3 G4
Motilidade Total (%) 75,3+ 1,8% 739172 78,1+1,5° 78,9+1,3°
Motilidade Progressiva (%) 40,8 + 2,62 41,6 + 2,62 447+ 2,30 451+23b
Espermatozoides Rapidos (%) 60,1+3,22  61,2+28% 64 +2,8% 65+ 2,5°
Velocidade Média (mm/s) 97,6 £2,2% 96,1+ 1,82 97,6 +1,9% 101 +1,8°

ab — Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (P <0,05).

A porcentagem de espermatozoides rapidos foi superior no G4 em comparacdo ao G1
(P <0,05), sobretudo G2 e G3 ndo demonstrarem diferenca estatistica entre todos os grupos (P
>0,05). Estatisticamente o G4 apresentou resultados semelhantes a G3 para velocidade media
(P >0,05), enquanto G1 e G2 obtiveram indices menores, porém sem diferenca estatistica em
comparacdo ao G3. Em todas as analises supracitadas, G1 e G2 obtiveram maiores niveis de

desvio padréo.

TABELA 3 - Valores médios e erro padrdo dos parametros de cinética espermatica, motilidade total, motilidade

progressiva, nimero de espermatozoides rapidos e velocidade média, avaliados a partir da analise
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computadorizada de movimento espermatico (CASA) em 28 ejaculados de quatro garanhdes diferentes 30
minutos pos-descongelacdo. G1 — BotuSémen, G2 — BotuSémen Turbo, G3 — BotuSémen Special e G4 —
BotuSémen Gold.

Gl G2 G3 G4
Motilidade Total (%) 66,5 = 2,0% 61,8 + 2,62 70,2 + 2,00 71,9+ 2,0°
Motilidade Progressiva (%6) 32,7+26%  31+28° 36+2,8° 36,6 +25°
Espermatozoides Rapidos (%0) 522+29%  491+352 54,9 + 3,1%¢ 57,8 + 3,2°
Velocidade Média (mm/s) 92,5+2,12 87,3+25° 90,9 +2,0% 91,7 £ 2,22

ab — Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (P <0,05).

Os parametros de cinética foram repetidos 30 minutos ap6s a descongelagéo (Tabela 3).
Na avaliacdo da motilidade total, G4 apresentou resultados superiores em relacdo a G1 e G2 (P
<0,05), porém nédo obteve diferenca estatistica em comparacéo a G3 (P >0,05). Enquanto na
motilidade progressiva, G3 e G4 obtiveram indices semelhantes e superiores a G2, no entanto
G1 ndo diferiu estatisticamente (P >0,05) de nenhum grupo descrito.

A porcentagem de espermatozoides rapidos foi maior no G4 (P <0,05), em comparacao
a G1 e G2, porém foi semelhante a G3 (P >0,05). Na avaliacdo da velocidade média, G1 e G4
obtiveram resultados mais altos e semelhantes entre si (P >0,05), enquanto G2 foi inferior (P

<0,05) e G3 (P >0,05) néo diferiu estatisticamente de todos 0s grupos.

FIGURA 1 — Valores médios e erro padrao da avaliagdo da integridade de membrana plasmatica por
microscopia de fluorescéncia em 28 ejaculados de quatro garanh@es diferentes no momento pré e pos-

congelagdo. G1 — BotuSémen, G2 — BotuSémen Turbo, G3 — BotuSémen Special e G4 — BotuSémen Gold.
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ab — Letras diferentes no mesmo grupo diferem significativamente entre si (P <0,05).

A avaliacdo da integridade de membrana plasmatica a partir do corante de fluorescéncia
em microscopia Optica foi instituida no momento pré-centrifugacdo e imediatamente apés a

descongelacéo (Figura 1). Na pré-congelacéo, a porcentagem de espermatozoides integros foi
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maior no G4, em relacdo a G1, G2 e G3, que néo diferiram entre si (P >0,05). Enquanto na
avaliacdo pos-descongelacdo, G3 e G4 nao obtiveram diferenca estatistica entre si (P >0,05), e
foram superiores a G1 e G2 (P <0,05).

6. DISCUSSAO

A avaliacdo seminal é fundamental para previsibilidade da qualidade espermatica de
garanhd@es. A associacao da anéalise da cinética e integridade da membrana tém se revelado um
componente crucial no progndstico da fertilidade, visto que estas caracteristicas frequentemente
estdo interrelacionadas e tém o potencial de definir desfechos clinicos similares (FOSTER et
al., 2011). Sobretudo, esses parametros podem sofrer redugdes substanciais durante o processo
de criopreservacdo, em virtude do dano a membrana plasmatica, causados especialmente por
estresse osmatico e oxidativo (STEPHENS et al., 2013).

O diluente BotuSémen® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) é derivado do leite
desnatado, substancia composta por agua, proteinas, minerais e aglcares. O fosfocaseinato
nativo constitui 80% das proteinas presentes nessa substancia, e tém como funcédo reduzir a
perda de lipideos da membrana plasmatica, se ligando as BSP (PAPA, 2020; PAGL et al.,
2006). Neuhauser et al. (2019) compararam o uso da associacdo de BotuSémen® e BotuCrio®
a INRA96® e INRA Freeze® (IMV Technologies, L'Aigle Cedex, Franca), EquiPlus® e Gent
Freeze®, EquiPlus® e EquiPlus Freeze®, e Gent® e Gent Freeze® (Minitube, Tiefenbach,
Alemanha) na criopreservacao de espermatozoides recuperados da cauda do epididimo.

Observou-se que a cinética espermatica foi superior no grupo BotuSémen®,
semelhante ao grupo INRA 96®, em comparagdo aos demais. 1sso pode ser atribuido ao
fato de ambos os diluentes terem em sua composicdo fosfocaseinato nativo em
diferentes concentragdes, o que pode justificar a superioridade dos valores de
motilidade. Sobretudo, os valores de velocidade média (VAP) pds-descongelagdo foram
inferiores nessa pesquisa (78,6mm/s), em relagdo ao presente trabalho (97,6mm/s).

BotuTurbo® é um extensor baseado na pentoxifilina, inibidor de fosfodiesterase, que
regula positivamente a glicolise, pelo acumulo da adenosina monofosfato ciclico (CAMP),
gerando maiores niveis de trifosfato de adenosina (ATP), e consequente aumento da cinética
espermatica (STEPHENS et al., 2013; NEGRI et al., 2013).

No presente estudo, observou-se uma acentuada reducdo nos parametros de cinética
apos a descongelacdo das amostras seminais diluidas com pentoxifilina. Esses dados
corroboram com descritos anteriormente (GUASTI et al., 2013; GIL et al., 2010; ESTEVES,
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SPAINE, CEDENHO, 2007), que indicam o esgotamento rapido do substrato energético,
decorrente a producdo excessiva de ATP, resultando em aumento do esforco espermaético e
subsequente perda de energia durante o processo de criopreservacao. Sobretudo, Gradil e Ball
(2000) obtiveram resultados favoraveis ao adicionar 3,5mM de pentoxifilina apds a
descongelacdo, demonstrando ser Util para ativar células esperméaticas com metabolismo
reduzido.

Os diluentes que contém colesterol, como BotuSémen Special® e BotuSémen Gold®,
sdo amplamente utilizados devido a sua capacidade de proteger as células espermaticas. Esses
componentes ajudam a manter a fluidez e estabilizar os fosfolipideos da membrana espermatica,
que sdo suscetiveis a alteracBes estruturais e lesbes irreversiveis durante o processo de
criopreservacao (HARTWIG et al., 2014). O extensor de sémen BotuSémen Gold® ainda conta
com a adi¢do do caseinato de sodio, molécula proteica que interage com as proteinas BSP do
plasma seminal, reduzindo o sequestro de moléculas de colesterol da membrana plasmética
(CAMPOS et al., 2020; FERRER et al., 2020).

No estudo atual, a avaliacdo da cinética espermatica e integridade da membrana
plasmatica ndo obteve diferenca estatistica entre os grupos G3 (BotuSémen Special®) e G4
(BotuSémen Gold®) nos momentos pré-congelacdo, poés-congelacdo e 30 minutos pds-
descongelacdo. Os resultados foram satisfatorios de acordo com as diretrizes do CBRA (2013),
destacando a importancia da adicdo de colesterol no extensor seminal no momento pré-
centrifugacdo. Sobretudo, a avaliacdo individual de cada garanhdo é crucial para indicacdo do
melhor diluente, visto que a composicao do ejaculado € individual.

Até 0 momento, ndo existem relatos das avaliacBes da cinética espermatica dos diluentes
BotuSémen Special® e BotuSémen Gold® usados na centrifugacdo pré congelacdo em
amostras descongeladas. Contudo, autores comparam o uso do BotuSémen Gold® frente ao
extensor INRA96® no processo de refrigeracdo a 5°C, e subsequente avaliacdo da cinética
espermaticaem 24, 48 e 72 horas. Novello et al (2020) relataram superioridade estatistica média
nas amostras diluidas em BotuSémen Gold®, enquanto os resultados de Reckova et al (2022),
demonstraram que a eficacia do mesmo diluente foi notavel apenas durante as primeiras 24
horas de refrigeracdo. Os maiores niveis de cinética podem ser explicados pela presenca de
colesterol e ciclodextrina no BotuSémen Gold®, visto que o fosfocaseinato nativo e o caseinato
de sodio sdo moléculas semelhantes, proporcionando um nivel adequado de protecéo.

No entanto, é imperativo conduzir pesquisas adicionais para validar a fertilidade do

sémen criopreservado com o uso de extensores testados nessa pesquisa.
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6. CONCLUSAO

Os diluentes a base de colesterol obtiveram niveis superiores de cinética pds-
descongelacdo em comparacdo com 0s extensores & base de leite desnatado no processo de
criopreservacdo do sémen. De forma geral, BotuSémen Special® e BotuSémen Gold® sdo as
melhores escolhas para a centrifugacdo pré-congelacdo de amostras seminais. No entanto, é
crucial a avaliacdo individual de cada garanhdo, a fim de selecionar o diluente que melhor
atenda as necessidades especificas para a utilizagdo bem-sucedida do material genético a longo

prazo, bem como obter melhores resultados de fertilidade com sémen congelado equino.
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