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GOBATO, M.L.M. Efeito de diferentes diluentes na qualidade e fertilidade do sémen
refrigerado de jumento Péga (Equus asinus). 2020. 66p.

RESUMO

Frente aos resultados menos expressivos no uso de sémen refrigerado e o interesse no
comércio de muares, 0 aprimoramento das biotecnologias € um passo importante para a
espécie asinina. Dentre 0s principais fatores relacionados com o sucesso no uso do sémen
refrigerado destaca-se a presenca do plasma seminal e a composi¢édo do diluente utilizado
para garantir a viabilidade espermatica durante o processo de fertilizacdo. Os objetivos
do presente estudo visam avaliar o efeito de trés diluentes sobre a qualidade do sémen
asinino, com ou sem plasma seminal, bem como os efeitos da fertilidade in vivo. Foram
utilizados 2 ejaculados de 6 jumentos da raca Péga, entre 4 e 12 anos. Cada ejaculado foi
diluido em meios comerciais a base de leite desnatado (BotuSémen Special®), caseina
(BotuSémen Gold®) e gema de ovo (BotuCrio®) e as amostras processadas na presenca e
remocao de plasma seminal, conforme os 6 tratamentos: leite, caseina e gema de ovo com
plasma na concentracdo de 50 milhGes de espermatozoides/mL; leite, caseina e gema de
ovo centrifugado e ressuspendido na concentracdo de 100 milhdes de
espermatozoides/mL. As amostras foram avaliadas a fresco (T0), 24 (T24) e 48 (T48)
horas pos-refrigeracdo. Os parametros avaliados foram: cinética espermatica pelo método
computadorizado CASA e desestabilizacdo da membrana, producdo de espécies reativas
ao oxigénio e atividade mitocondrial por citometria de fluxo. Para o teste de fertilidade
foram utilizados 6 ciclos de 15 éguas em sistema crossover e um jumento Péga com
fertilidade comprovada. O diluente a base de leite apresentou resultados inferiores para
motilidade total (MT), progressiva (MP) e rapidos (RAP) sem plasma seminal em todos
0s momentos avaliados e maior producdo de anion superéxido em T48, na presenca do
plasma seminal (P<0,05). J& o meio a base de caseina sem plasma seminal, apresentou
resultados superiores para todos os parametros avaliados em todos 0s momentos
(P<0.05), com excecao dos valores de desestabilizacdo de membrana em T24 que nao
apresentou diferenca significativa. Os resultados com meio a base de gema de ovo nao
sofreram efeito do plasma seminal e também mostraram-se superiores, com excecao de

MP e RAP em T48 (P<0,05). A caseina e a gema de ovo apresentaram elevada taxa de



xi

fertilidade tanto com (73% vs 93%) quanto sem plasma seminal (93% vs 73%),
respectivamente. Ja o leite desnatado apresentou valores similares sem plasma seminal
(60%), porém diferiu estatisticamente na presenca de plasma (20%). Conclui-se que
apesar de demonstrar resultados satisfatérios na refrigeracdo do sémen equino, o leite
desnatado apresenta pior interagdo com o sémen asinino refrigerado. Ja a gema de ovo e
a caseina, demonstraram ser as melhores alternativas para a refrigeracdo de sémen asinino

por até 48 horas.

Palavras-chave: asinino; refrigeracdo; caseina; gema de ovo; leite desnatado.
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GOBATO, M.L.M. Effect of diferent extenders on the quality and fertility of cooled-

preserved Péga donkey spermatozoa (Equus asinus). Botucatu — SP. 2020. 66p.

ABSTRACT

In view of the less expressive results using cooled semen and the interest in breeding
mules, the improvement of biotechnologies is an important step for the donkey species.
Among the main factors related to the successful use of cooled semen, the presence of
seminal plasma and the composition of the extender used to guarantee sperm viability
during the fertilization process stands out. The aims of this study were to evaluate the
effect of three extenders on the quality of donkey semen, with or without seminal plasma,
as well as the effects of in vivo fertility. Two ejaculates from 6 donkeys of the Péga breed
(4 -12y), were used. Each ejaculate was extended in commercial extender based on
skimmed milk (BotuSemen Special®), casein (BotuSemen Gold®) and egg yolk
(BotuCrio®) and the samples processed in the presence and removal of seminal plasma,
according to the 6 treatments: milk , casein and egg yolk with plasma at a final
concentration of 50 million sperm per mL; milk, casein and egg yolk centrifuged and
resuspended at a final concentration of 100 million sperm per mL. The samples were
evaluated fresh (TQ), 24 (T24) and 48 (T48) hours after refrigeration. The parameters
evaluated were: sperm Kinetics by the CASA and membrane destabilization, reactive
oxygen species production and mitochondrial activity by flow cytometry. For fertility
test, 6 cycles of 15 mares were used in a crossover system and semen from a Péga donkey
with proven fertility. Milk-based extender had lower results for total (TM), progressive
(PM) and rapid (RAP) motility without seminal plasma at all evaluated times and higher
production of superoxide anion in T48, in the presence of seminal plasma (P < 0.05).
Casein-based extender without seminal plasma had superior results for all parameters
evaluated at all times (P <0.05), except for the values of membrane destabilization at T24,
with no statistical difference. Results of egg yolk-based extender were not affected by
seminal plasma and were also superior, with the exception of PM and RAP at T48
(P<0.05). Casein and egg yolk had a high fertility rate with (73% vs 93%) and without
seminal plasma (93% vs 73%), respectively. On the other hand, skimmed milk had similar

values without seminal plasma (60%), but it differed statistically in the presence of
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plasma (20%). In conclusion, despite satisfactory results for equine cooled semen,
skimmed milk extender had a worse interaction with donkey cooled semen. Egg yolk and
casein proved to be the best alternatives for cooling donkey semen for up to 48 hours.

Keywords: asinine; cooled semen; casein; egg yolk, skimmed milk.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O setor de equideocultura que retne equinos, muares e asininos é uma importante
cadeia do agronegdcio brasileiro, ocupando lugar de destaque no cenario mundial. Apesar
de consolidado o principio de que uma boa eficiéncia reprodutiva é fundamental para
qualquer sistema de criacdo, o processo de selecdo no rebanho equideo ainda se da
principalmente por desempenho esportivo (BRITO, 2007).

Os asininos séo criados e reconhecidos mundialmente e, especialmente no Brasil,
assumem interesse particular no cruzamento com éguas para a criagdo e comércio de
muares. O crescente interesse na criacdo de hibridos (burro/mula) € devido a sua
capacidade de agregar em um Unico exemplar, a agilidade da espécie equina com
caracteristicas de forca e resisténcia da espécie asinina. Embora pouco frequente, a
utilizacdo e transporte do sémen refrigerado é uma técnica em expansao na criacao de
asininos (CANISSO, 2010).

Apesar do sémen fresco apresentar excelentes resultados de fertilidade, o
aprimoramento da biotécnica de refrigeracdo possui inimeras vantagens. A colheita e o
transporte do sémen minimizam o risco de acidentes durante o processo de monta natural
e evita a propagacdo de doencas sexualmente transmissiveis pela copula. Ademais, €
possivel otimizar o servico dos reprodutores, bem como o nimero de produtos nascidos,
permitindo a disseminacdo de material genético de animais superiores e a transposicédo de
barreiras geograficas, minimizando o risco de endogamia no criatério (MOORE et al.,
2005).

Apesar dos avancos, existe ainda disparidade entre garanhdes em relacdo a
crioresisténcia espermatica, sendo um dos possiveis fatores envolvidos a
presenca/auséncia do plasma seminal. Devido a variabilidade de sua composicdo, 0s
efeitos do plasma seminal sobre os espermatozoides equinos sdo conflitantes. Neste
contexto, varios estudos foram conduzidos a fim de identificar a real interacdo e o0s
potenciais efeitos benéficos e danosos do plasma seminal sobre a qualidade espermatica
em garanhdes, pois reflete diretamente nos indices de fertilidade do plantel (BRINSKO
et al., 2000). Além disso, independente da espécie, existem individuos mais sensiveis ao
processo de refrigeracdo espermatica, o que dificulta ou impossibilita o transporte de
sémen destes animais (HARTWIG et al., 2014).

Do mesmo modo, a temperatura de armazenamento e a composi¢do do diluente

também sdo fatores diretamente relacionados com o sucesso no uso do sémen refrigerado.
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Para a manutencdo da viabilidade espermatica em temperaturas reduzidas, se faz
necessario o uso de substancias capazes de interagir com os espermatozoides conferindo
padrdes adequados de cinética e estabilidade da membrana espermatica (PUGLIESI,
2009). Neste sentido, pesquisas vém sendo desenvolvidas ha véarias décadas,
preconizando-se o uso de diluentes comerciais cujas bases sdo leite desnatado e gema de
ovo nos processos de refrigeracdo e congelacdo de sémen equideo, respectivamente
(ZAHN; PAPA; DELL’AQUA JR, 2002; PAPA et. al, 1998; PAPA et. al, 2002).

Como trata-se de produtos de origem animal, de composicdo variavel, estudos
relacionados as fracGes especificas do leite, tais como as caseinas, estdo sendo
desenvolvidos no sentido de padronizar lotes de diluentes destinados a exportacéo,
transpor barreiras sanitarias, bem como reduzir interagdes indesejaveis com substratos
presentes no leite, reduzindo as crioinjurias. Além disso, pesquisas comprovaram que a
caseina apresenta indices de fertilidade superiores aqueles observados utilizando-se
diluentes a base de leite desnatado, principalmente em equinos sensiveis ao processo de
refrigeracdo (CAMPOS et al, 2020).

No entanto, existem poucos estudos especificos sobre refrigeracdo de sémen
asinino, sendo os meios diluentes e protocolos utilizados os mesmos empregados para a
espécie equina (CANISSO et al., 2008b). Por este motivo, 0 objetivo desta revisdo é
esclarecer algumas particularidades do comportamento reprodutivo de asininos, bem
como suas caracteristicas seminais e o desempenho do sémen frente as bases diluentes

disponiveis para refrigeracéo.

REVISAO DE LITERATURA

1.1 Caracteristicas fisicas, comportamentais e reprodutivas de asininos

Apesar de possuirem algumas semelhancas fisicas e alto grau de parentesco,
asininos e equinos ndo possuem as mesmas caracteristicas. Dentre as principais
diferencas, os jumentos apresentam o tamanho desproporcional das orelhas, a morfologia
dos cascos predominantemente encastelados e pequenos, resisténcia a endo e
ectoparasitas e alta capacidade de conversdo alimentar, originarios de regides de clima
arido e semiarido, o que lhes confere maior rusticidade e adaptabilidade a servigos longos
e rotineiros. Além disso, sdo animais doceis, extremamente inteligentes e atualmente,

muito valorizados em concursos de marcha e cavalgadas (ARAUJO, 2010).
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Quanto a organizacéo social e sexual dos asininos, os machos assumem dominio
do tipo territorial, exercendo influéncia em &rea limitada, enquanto que 0s equinos
organizam-se em haréns, ou seja, um Unico garanhdo tem dominio sobre vérias fémeas,
independente do territorio em que estdo localizadas (HENRY et al., 1991; McDONNELL,
1998; HENRY et al., 2009).

Além do tempo de cortejo prolongado, variando entre 5 a 40 minutos para a
excitacdo pré-copulatéria (GASTAL et al., 1996; CANISSO et al, 2008a), o
comportamento sexual é peculiar da espécie. No geral, os machos vocalizam atraindo as
fémeas, se aproximam e apds executar diversos saltos sem erecdo ou exposi¢do parcial
do pénis, afastam-se. A distancia, apesar de aparentemente apresentarem desinteresse
pela fémea, continuam se estimulando até uma nova aproximacao e entdo, expdem o
pénis, montam e efetuam a cépula. O garanh&o, por sua vez, nao se afasta da fémea apos
0 contato inicial sem que tenha sido executada a monta (HENRY et al., 2009).

Convém destacar que a grande maioria dos profissionais ignoram a importancia
de se respeitar o tempo e 0 comportamento de cortejo sexual inerentes a espéecie asinina.
O fato de asininos pertencerem ao mesmo grupo taxonémico dos equinos, ndo justifica
generaliza-los quanto ao comportamento e manejo sexual, 0 que se torna um desafio no
sistema intensivo de criacdo (TIBARY, 2007).

Por apresentarem longos tempos de estimulacdo (McDONELL, 1998), a maioria
dos profissionais se frustram durante a colheita de sémen e acabam sub julgando
erroneamente e até condenando alguns reprodutores devido ao manejo inadequado e,
consequentemente, reduzem as taxas de sucesso no programa reprodutivo adotado no
criatorio. Vale ressaltar também que, assim como garanhdes, sdo animais altamente
treindveis para colheita com vagina artificial (CANISSO; McDONELL, 2010). O sémen
pode ser utilizado a fresco ou refrigerado em programas de inseminacao artificial com
diluentes a base de leite desnatado e, se manejados adequadamente, apresentam
excelentes indices reprodutivos em criacdo intensiva (PUGH, 2016).

Quanto aos parametros espermaticos, poucos estudos especificos sobre o sémen
de asininos foram conduzidos. Comparando-se os estudos de Morais et al. (1994a) e
Canisso et al. (2010), onde avaliaram as caracteristicas fisicas e morfologicas do
ejaculado de asininos da raca Péga, os valores médios encontrados foram: volume total
(59,88 £ 15,54mL), volume de gel (8,19 + 4,07mL), motilidade espermatica total (83,11
+ 6,15%), motilidade progressiva (73,6 + 7,3%), vigor espermatico (4,33 + 0,49),

concentracéo espermatica (440 + 190x10°), total de espermatozoides por ejaculado (19,90
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+ 9,59x10°), total de defeitos espermaticos (15,60 + 3,62%), defeitos maiores (8,55 +
2,14%) e defeitos menores (7,04 + 2,56%).

No geral, apesar de sofrerem variacdes e considerando as diversidades raciais,
os dados relatados para a espécie asinina descrevem concentracdo espermatica por mL e
namero total de espermatozoides por ejaculado mais altas que as observadas para equinos
(GASTAL, 1991; MORAIS et al., 1994a; MIRO et al., 2005; ROSSI, 2008). Ja a
porcentagem de células anormais é relativamente baixa em asininos, por volta de 16% na
maioria dos estudos (HENRY et al., 1987; MORAIS et al., 1994b; GASTAL et al., 1997).
Quanto a cinética espermatica, constatou-se que 0s asininos apresentam, de modo geral,
ejaculados de melhor qualidade (MORAIS et al., 1994b; ROSSI, 2008; CANISSO et al.,
2010), ja o pH do sémen situa-se entre 6,8 e 8,0 (MORAIS et al., 1994b; GASTAL et al.,
1997; MIRO et al., 2005), similar ao do equino que varia entre 7,2 e 7,6 (KENNEY,
1983). Morais (1994b) descreve ainda valores de pH e osmolaridade entre 7 a 7,8 e
273mOsm, respectivamente, avaliando-se o ejaculado de seis jumentos da raga Péga.

Devido a semelhanca entre as caracteristicas seminais de asininos e equinos,
acredita-se que os métodos empregados para a criopreservacdo do sémen possam, a
principio, serem os mesmos (MORAIS et al., 1994a). Esta claro que a composicéo e as
caracteristicas do sémen variam entre as espécies e entre individuos de uma mesma
espécie. Fatores como idade, tamanho de testiculo, nutricdo, frequéncia de ejaculagdes e
até variacOes climaticas podem afetar parametros seminais (MAIA; BICUDO, 2009).
Contudo, somente por estudos complementares poderdo confirmar a viabilidade destes

procedimentos.

1.2 Estrutura espermatica

Por se tratar de uma célula eucarionte, o espermatozoide dos mamiferos €
estruturalmente formado por um nucleo bem definido e completamente envolto por
membrana nuclear, que agrega componentes intracelulares e organelas, mantendo a
homeostase e integridade celular por meio de sua permeabilidade interna (GADELLA et
al., 2001; TOSHIMORI; ITO, 2003; RUIZ-PESINI et al., 2007). E uma célula altamente
especializada cuja unica funcdo é a fecundacdo do odcito, unindo assim o material
genético masculino com o feminino, formando o embrido (VARNER et al., 2015). E

dividido em trés segmentos principais: cabeca, peca intermediaria e cauda, no qual cada
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um desenvolve uma série de funcGes especificas a nivel celular e molecular no processo
de fertilizacdo (LADHA, 1998; ALMEIDA, 2006; VARNER et al., 2015).

A cabega do espermatozoide contém o nucleo, que abriga o material genético
celular na forma de cromatina condensada, composto por &cido desoxirribonucleico
(DNA) e protaminas (TOSHIMORI; ITO, 2003; RUIZ-PESINI et al., 2007). Como nos
equinos, possui formato oval e alongada, sendo recoberta por uma estrutura denominada
acrossoma. Este, € composto por uma bicamada contendo as enzimas acrosina, e
hialuronidase, essenciais para a penetracdo do espermatozoide no odécito durante a
fecundacédo (BRITO, 2007).

Entre a cabeca e a cauda existe uma estrutura denominada peca intermediéria,
composta por uma bainha de mitocdndrias em formato helicoidal (PESCH;
BERGMANN, 2006). E responsavel pelo fornecimento de energia celular, permitindo a
movimentacdo flagelar pela producio de ATP (adenosina trifosfato) (CAMARA;
GUERRA, 2008).

A cauda ou flagelo é dividida em duas partes: peca principal e pega terminal. Em
sua por¢do principal € constituida por uma bainha fibrosa composta por um par de
microtubulos central, nove pares de microtubulos periféricos e nove fibras densas. Esta
organizacdo se altera a medida que se aproxima de sua porcao terminal, restando apenas
microtubulos ligados por dineinas. A principal funcdo da cauda €& proporcionar
movimento ao espermatozoide através do deslocamento dos microtibulos a partir da
energia gerada pela producdo de ATP (BRITO, 2007; RUIZ-PESINI et al., 2007;
VARNER et al., 2015).

A estrutura do espermatozoide, apesar de aparentemente simples, é revestida por
uma membrana plasmatica complexa, formada por bicamada lipidica e composta por
fosfolipideos, glicolipideos, colesterol e proteinas de membrana (ALBERTS et al., 1999).
Possui um mecanismo altamente sofisticado, funcional e adaptavel aos processos de
criopreservacao e fertilizacdo (VARNER et al., 2015).

Estudos comparando espermatozoides de asininos e equinos, demonstraram
maior ocorréncia de insercdo abaxial da peca intermediaria (EL WISHY, 1974) e cabeca
de tamanho maior e formato mais arredondado em espermatozoides asininos. Apesar de
cada espécie apresentar morfologia espermatica distinta, parte da literatura descreve ndo
haver diferenca na estrutura dos espermatozoides asininos quando comparados aos
equinos (LAUNAY, 1990) (Figura 1).
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FIGURA 1. Estrutura do espermatozoide (ARAUJO et al., 2017).

1.3 Plasma Seminal

Além dos espermatozoides, o ejaculado € composto por uma porcdo fluida
proveniente majoritariamente de secre¢es das glandulas acessorias, de composicao
variada, denominada plasma seminal. Os espermatozoides sdo produzidos no testiculo
durante a espermatogénese e durante a ejaculacao, entram em contato com o plasma, que
promove importantes mudancas na composicdo da membrana espermatica e proteinas de
superficie, essenciais para a fertilizacdo (LEEB et al., 2005).

Embora o plasma seminal constitua quase gque a totalidade do ejaculado, trabalhos
sobre a composicéo proteica deste fluido sdo escassos na espécie asinina. Avaliando-se 0
perfil eletroforético de proteinas do plasma seminal equino (principalmente as HSPS),
pesquisadores concluiram que estas possuem propriedades biologicas semelhantes as
proteinas do plasma seminal de outros mamiferos (BSPs), podendo ser utilizadas como
marcadores de fertilidade (BRANDON et al.,1999; KARESKOSKI; KATILA, 2008;
NOVAK et. al., 2010). As BSPs entram em contato com 0s espermatozoides dos
mamiferos no momento da ejaculacdo e modulam a reacdo de capacitacdo espermatica,
fendmeno essencial para a fertilizacgdo (MANJUNATH; THERIEN, 2002a). Porém,

durante o armazenamento se tornam prejudiciais a medida que mobilizam fosfolipidios e
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colesterol da membrana espermatica, modificando extensivamente sua composicdo
(MANJUNATH, 2007; BERGERON; MANJUNATH, 2006).

No entanto, a funcdo do plasma seminal ainda é duvidosa e o entendimento total do
papel que ele exerce sobre os espermatozoides permanece como um desafio no meio
cientifico. Sabe-se que é formado basicamente por secrecfes provenientes das glandulas
anexas e uma minoria de constituintes de fluidos epididiméario e da rede testis.
Considerando-se esta constituicdo e visto que 0s espermatozoides do epididimo sdo
capazes de fertilizar o o6cito sem nenhum contato prévio com as secre¢cdes provenientes
das glandulas anexas, estudos tém questionado sua necessidade no processo de
fertilizacdo (PAPA et. al, 2008; GUASTI, 2010; MONTEIRO, 2011).

A centrifugacdo do sémen previamente a congelacdo é um procedimento padréo
usado para concentrar 0s espermatozoides e remover o plasma seminal e seus possiveis
efeitos nocivos (KARESKOSKI; KATILA, 2008). Apesar da participacdo dos
constituintes do plasma seminal em diversos eventos fisiologicos, a sua presenca durante
0s processos de refrigeracdo e congelacdo € controversa, ja que alguns estudos
demonstraram efeito deletério ao sémen bovino (MARTINUS et al., 1991; BERGERON
et al., 2004) e equino (JASKO et al., 1992; BRINSKO et. al, 2000; MOORE et al., 2005;
BRINSKO et al, 2000; ALGHAMDI et al., 2004; BERGERON et al., 2004; MOORE et
al., 2005; LOVE et al., 2005; ALMEIDA, 2006; ROTA et al., 2008; MIRO et al., 2009).

Rigby et al. (2001) observaram melhora da cinética espermatica ap0s remocao
parcial do plasma seminal em garanhdes considerados bad cooler submetidos a
refrigeracdo convencional (5°C/24-48h). Do mesmo modo, Brinsko et al. (2000)
descreveram que a centrifugacdo e remocdo parcial do plasma seminal aumentou a
porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva e limitou a reducdo de
espermatozoides progressivamente mdveis em garanhfes que apresentavam resultados
inferiores quando seus ejaculados foram submetidos a refrigeracdo. Isso indica que a
centrifugacao e remocdo parcial do plasma sao benéficos para garanhdes cujos ejaculados
tém pouca tolerancia a refrigeracdo e armazenamento com técnicas tradicionais,
especialmente por tempo superior a 24 horas (BRINSKO et al., 2000).

Durante a descongelacdo, Alghamdi et al. (2004) demonstraram que a adicdo de
plasma seminal em concentracdo reduzida (<5%) melhora a qualidade seminal e
observaram resultados negativos quando houve a remocdo total ou adicdo de altas
concentracdes (10-30%) de plasma. Moore et al. (2005) também verificaram que a

criopreservacdo de espermatozoides com mais de 20% de plasma seminal reduziu a
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sobrevivéncia espermatica.

A centrifugacdo do sémen para remocdo do plasma seminal previamente a
refrigeracdo tem sido avaliada também na espécie asinina, porém com poucos resultados
(SERRES et al., 2002; ROTA et al., 2008; MIRO et al., 2009). Este processo apresentou
um efeito positivo na motilidade e integridade da membrana plasmaética de
espermatozoides de jumentos (SERRES et al., 2002). Em estudo relacionado a diluicéo e
centrifugacao do sémen asinino para posterior refrigeracéo, observou-se que a viabilidade
dos espermatozoides apds armazenamento foi melhor quando maior a diluicdo ou quando
o plasma seminal foi parcialmente removido por centrifugagio (MIRO et al., 2009).

No entanto, para a espécie asinina, os efeitos da remocao do plasma seminal antes
da refrigeracdo do sémen também permanecem controversos, tendo sido observados
efeitos benéficos da remocgdo do plasma em alguns experimentos (DALMAU, 2003;
SERRES et al., 2002; MIRO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2018), enquanto em outros
ndo observou-se diferencas na qualidade do sémen armazenado na presenca ou auséncia
do plasma seminal (FERREIRA et al., 1991; ROTA et al., 2008). Rota et al. (2008)
descrevem ainda que a retirada do plasma seminal pareceu ser prejudicial a motilidade
progressiva as 24 e 48 horas de refrigeracao.

Diversos trabalhos demonstram que a criopreservacdo do sémen aumenta a
producdo de EROS (espécies reativas ao oxigénio), induz dano ao DNA espermatico e
causa rapida perda do potencial fertilizante pela reacdo de peroxidagédo lipidica da
membrana plasmatica (BALL et. al, 2001). Uma das hipoteses pode estar relacionada com
a retirada do plasma seminal, que confere protecdo aos espermatozoides contra o estresse
oxidativo (ALMEIDA, 2006; BAUMBER et al., 2003). Neste sentido, agentes
antioxidantes enzimaticos (catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase) e ndo enzimaticos (albumina, taurina, hipotaurina, piruvato, acido
ascérbico, tocoferol e ergotionina) sdo encontrados no plasma seminal, a fim de proteger
0s espermatozoides dos danos celulares causados pelo estresse oxidativo
(BUSTAMANTE FILHO, 2006).

Kankofer et al. (2005) investigaram a atividade das enzimas catalase, superdxido
dismutase e glutationa peroxidase em sémen equino refrigerado e observaram que a
refrigeracdo do sémen por 24 horas a 5°C ndo alterou a atividade enzimética. Do mesmo
modo, a lipoperoxidacdo permaneceu estavel, sugerindo que a atividade das enzimas

presentes no plasma inibe a peroxidacédo dos lipidios da membrana pelas EROS.
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J& Papas et. al (2019), comparando a atividade antioxidante das enzimas CAT,
SOD, GPX e GSR no plasma seminal de equinos e asininos, relataram que existe grande
variabilidade entre as espécies, exercendo maior atividade no plasma de asininos. Apesar
de aparentemente as enzimas CAT, SOD, GPX estarem positivamente correlacionadas na
promogdo da capacidade antioxidante em ambas as espécies, parametros de motilidade
espermatica estdo correlacionados positivamente com atividade de CAT e SOD em
asininos, porém o mesmo ndo ocorre em equinos. Neste sentido, ha a necessidade de
pesquisas mais especificas, bem como a avaliacdo de antioxidantes ndo enzimaticos no
plasma seminal de asininos para estabelecer seus reais mecanismos de acéo e influéncia
sobre os espermatozoides.

Love et al. (2005) constataram que a remocao prévia de plasma seminal do sémen
equino refrigerado por 24-48 horas conferiu protecéo a integridade do DNA espermatico.
Este estudo demonstrou que uma reducdo na integridade do DNA pode ocorrer apesar da
manutencdo da motilidade espermatica e ndo sugere que todos os ejaculados resfriados
sejam submetidos a centrifugacao, mas aqueles que estao sofrendo reducdo na fertilidade,
sim. Alem disso, danos ao DNA aumentaram a medida que foi adicionado plasma seminal
as amostras, sugerindo que substancias que compdem o plasma seminal sdo prejudiciais
a integridade do DNA espermatico.

Aurich et al. (1996) relataram que a adicdo de plasma seminal de garanhdes de
alta congelabilidade ao sémen de animais de baixa congelabilidade melhorou a resisténcia
as técnicas de criopreservacao, ocorrendo o oposto quando se adicionou plasma seminal
proveniente de garanhfes de baixa congelabilidade. Este estudo comprovou que a
variabilidade individual na composicdo do plasma seminal é um dos fatores
determinantes a ser considerado durante um protocolo de congelagéo, principalmente em
garanhdes considerados “bad coolers”. Visto as diferengas individuais quanto a
composicao e qualidade do plasma seminal, o processo de centrifugacdo também deve
ser considerado na confeccdo de amostras refrigeradas pois, dependendo do individuo, o
efeito do plasma pode ser benéfico ou prejudicial.

A grande divergéncia dos resultados sobre plasma seminal deve-se principalmente
a utilizacdo de diferentes metodologias empregadas nas pesquisas, além de fatores como:
diluicdo, temperatura, tempo, método de centrifugacdo e variacao individual afetarem a
viabilidade do sémen criopreservado (KARESKOSKI et al., 2006; GUASTI et al., 2012).
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1.4 Refrigeracao de sémen

1.4.1 Viséo geral

Vérias metodologias vém sendo testadas para a criopreservacdo espermatica em
asininos utilizando diferentes protocolos de centrifugacao, curvas de resfriamento e meios
diluentes, porém ndo apresentam numeros expressivos de estudos ou exploracdo
cientifica satisfatorios. Embora varios centros de pesquisa desenvolvam estudos nessa
area, ainda ndo ha uma metodologia universalmente aceita para essa espécie, utilizando-
se dos mesmos protocolos de criopreservacdo desenvolvidos para equinos (CANISSO et
al., 2008b).

No cenéario mundial, Brasil e Estados Unidos sdo os paises que mais realizam
inseminacao artificial com sémen equino refrigerado transportado atualmente (PAPA et
al., 2005). Além de segura e econdmica, essa biotécnica evita riscos associados ao
transporte de éguas e garanhdes e permite ampla disseminagédo de animais geneticamente
superiores pois ndo necessita que haja contato direto entre macho e fémea (AVANZI et
al., 2006, ROTA et al., 2008). Entretanto, a fertilidade do sémen e consequentemente as
taxas de prenhez diminuem apds 24-48hs de refrigeracdo (AURICH, 2008).

Durante o0 processo de criopreservagdo do sémen em mamiferos,
invariavelmente ocorrem danos com extensao variavel de acordo com a composicéo
lipidica celular de cada espécie (WATSON, 2000; MACIAS GARCIA et al., 2011).
Peroxidacdo lipidica, consumo excessivo de ATP intracelular, danos a membrana
espermatica e acrossomal, reducdo do potencial da membrana mitocondrial e reducao da
motilidade espermaética sdo diferentes tipos de danos criogénicos, e podem ser
interdependentes e estar relacionados a producdo anormal de especies reativas ao
oxigénio (ERO’s) (GIBB E AITKEN, 2016; GARCIA 2011; PISOSCHI e POP, 2015).
No geral, apesar da otimizacao dos protocolos utilizados, 40% dos espermatozoides nao
sobrevivem devido os efeitos do estresse osmotico, da curva de refrigeracdo, da
composicao dos diluentes utilizados e da susceptibilidade individual ao choque térmico
(WATSON, 2000).

1.4.2 Efeitos da refrigeracdo sobre os espermatozoides
O modelo de organizacdo da membrana plasmatica dos espermatozoides é de

“mosaico fluido”, no qual a fluidez é determinada pelo deslocamento lateral de moléculas
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de proteinas no plano da bicamada lipidica. Os lipidios da membrana espermaética de
diferentes espécies incluem fosfolipidios, esterdis e glicolipidios, sendo que nos equinos
h& uma predominancia dos fosfolipidios. Esta constituicdo regula fungdes especificas da
célula, como a capacitacdo, a reagdo acrossomal e a ligagdo entre espermatozoide e o6cito
(HALL et al., 1991).

A temperatura corporea normal, o metabolismo espermatico ¢ alto e durante a
refrigeracdo, a cada 10°C de queda na temperatura, é reduzido em cerca de 50%, ou seja,
a temperatura final de 5°C apenas 10% de seu metabolismo € necessario para
sobrevivéncia (SQUIRES et al., 1998). No entanto, durante o processo de refrigeragédo
ocorrem mudancgas na estrutura das moléculas de fosfolipidios, que impossibilitam a
movimentacdo aleatéria das proteinas, resultando em aumento de permeabilidade da
membrana e decréscimo da atividade metabolica (AMANN; PICKETT, 1987), crucial
para garantir a viabilidade das células espermaticas durante o armazenamento e
transporte.

No momento da colheita, a temperatura do sémen é de aproximadamente 35°C e
quando submetido a refrigeracdo, o espermatozoide passa por uma mudanca na
organizacgdo dos acidos graxos que altera o estado fisico da membrana. Nesse processo, a
medida em que ha reducdo da temperatura, os lipidios da membrana passam de um estado
fluido, no qual as cadeias de acidos graxos estdo relativamente desorganizadas, para um
estado de gel, com as cadeias de acidos graxos rigidas e paralelas. (AMANN; GRAHAM,
2011). O periodo de maior sensibilidade das células é o compreendido entre as
temperaturas de 19°C e 8°C (MORAN et al., 1992), denominada fase de transicdo, que é
determinante para a qualidade do espermatozoide refrigerado.

No momento da refrigeracdo, 0s componentes da membrana sdo os mais afetados
e, quando o sémen atinge temperaturas de aproximadamente 5°C, esse estado torna a
membrana mais susceptivel a lesdes que, quando ocorrem, resultam em mudancas de
permeabilidade associadas a alteragdes funcionais e metabolicas que prejudicam a
motilidade e a capacidade fecundante dos espermatozoides (AMANN; GRAHAM, 2011).

Por sua vez, o colesterol, principal esterol da membrana plasmatica dos
espermatozoides esta inserido nesta como uma estrutura espiral rigida na bicamada de
fosfolipidios, regulando a permeabilidade e estabilidade da membrana (CROSS, 1998).
As espécies gque apresentam maior concentracdo de colesterol na membrana dos
espermatozoides tendem a ser mais resistentes ao choque frio, podendo fazer com que a

fase gel ndo ocorra, se limitando a um estado fluido intermediario (WATSON, 1981;
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CROCKETT, 1998). Contudo o equino ndo é uma dessas espécies, assim a adicdo
suficiente de colesterol aos diluentes a fim de promover maior protecdo de membrana,
traz beneficios para aqueles animais que apresentam baixa resisténcia a refrigeracdo
(HARTWIG et al., 2012; HARTWIG et al., 2014). Kirk et al. (2001) relataram melhora
na motilidade espermatica ao adicionar colesterol em diluente para refrigeracao de sémen
equino durante 24 e 48 horas e incremento em 50% na motilidade espermatica apés adicdo
de colesterol naqueles animais pouco resistentes ao processo. No entanto, pesquisas
relatando o comportamento celular na adigdo de colesterol ainda ndo foram conduzidas
para a espécie asinina.

Apesar disso, algumas estratégias podem ser adotadas para minimizar os danos
causados pela refrigeracéo, entre elas as taxas de refrigeracéo e os meios diluidores, que
podem conferir maior estabilidade as celulas, protegendo a membrana e

consequentemente a funcdo do espermatozoide.

1.4.3 Sistemas de refrigeracao e transporte de sémen

Existem sistemas ativo e passivo de refrigeracdo, sendo que no ativo, a curva de
decréscimo da temperatura ndo sofre interferéncia da temperatura ambiente, é realizada
de forma padronizada, porém sdo caros e de pouca utilidade pratica (RAPHAEL, 2007).
Por outro lado, apesar do sistema passivo estar sujeito a fatores externos, € o mais
utilizado nacional e internacionalmente pois € pratico e econémico, uma vez que a curva
de refrigeracéo é feita em caixa térmica, podendo ser de poliestireno, como a Botuflex®,
ou de fibra, como o Equitainer® (CANISSO et al., 2008b). Avanzi et al. (2006)
compararam os sistemas de refrigeracdo passiva, disponiveis no mercado — Equitainer®,
Botutainer®, Max-Semen® e Botu-Box® — e ndo observaram diferengas entre eles quando
foram mantidos a uma temperatura ambiente de 24° C.

Silva Filho et al. (1994) determinaram que 0s containers para transporte deveriam
atender as seguintes exigéncias: completo isolamento térmico, ser indcuo para 0S
espermatozoides, permitir taxa de resfriamento lenta, manter a temperatura apos
estabilizacdo pelo periodo proposto, possuir estrutura resistente, simples e leve para ser
aceito pelos sistemas de transporte aéreo e terrestre, seguro contra violagdes e condicdes
adversas, ser barato e de facil manuseio, garantindo maior longevidade e qualidade
espermatica (SILVA FILHO et al., 1994; BRINSKO et al., 2000). Também devem
apresentar suas especificacdes técnicas como a taxa de refrigeracdo, temperatura final e

tempo maximo de estocagem.
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As taxas de refrigeracdo foram demonstradas por Varner et al. (1988), os quais
observaram que estas podem afetar a capacidade de manutenc¢édo de motilidade. Kayser et
al. (1992) descreveram que entre o intervalo de 37 a 20°C o sémen pode ser submetido a
curva rapida de refrigeracdo sem efeitos adversos para a motilidade, porém, entre 20 a
5°C (fase de transicdo) ha uma maior sensibilidade da célula as crioinjurias, portanto,
deve-se respeitar uma curva inferior a -0,05°C/min. Moran et al. (1992) estabeleceram o
intervalo entre 19 a 8°C como sendo o periodo critico no processo de refrigeracéo e que
a partir de 8 até 5°C a curva pode ser rapida. Parece haver um consenso entre 0s
pesquisadores sobre a necessidade de se utilizarem taxas de refrigeracdo lentas, ndo
superiores a -0,05°C/min entre 19 e 8°C, pois esta é a fase critica de ocorréncia das lesdes
nas membranas espermaticas, encerrando o arrefecimento de 37°C até 5°C em um periodo
de 4 a 5 horas (KAYSER et al., 1992; MORAN et al., 1992; SQUIRES et al., 1998;
AVANZI et al., 2006; AMANN e GRAHAM, 2011).

Ferreira (1993) demonstrou que os componentes do diluente podem modificar o
tempo de preservagdo do sémen de jumentos in vitro dependendo da curva de
refrigeracdo. Foi verificado que ndo houve diferenca na longevidade espermatica quando
0 sémen diluido em meio a base de leite foi refrigerado a -0,6°C/min., -0,3°C/min. e -
0,2°C/min., enquanto a taxa de refrigeracdo de -0,6°C/min. resultou em maior
longevidade, quando o sémen foi diluido em meio a base de gema de ovo.

A refrigeracdo nas caixas de poliestireno é amplamente utilizada e tem como fonte
de frio o bloco de gelo reciclavel, que pode estar em nimero de um, para se obter
temperatura final de 15°C e manutencdo desta por até 24 horas, ou de dois, para uma
temperatura final de 5°C por até 48 horas de armazenamento. A reducdo na temperatura
do sémen diminui 0 metabolismo espermatico, reduzindo a formacao de espécies reativas
de oxigénio, bem como a proliferacdo bacteriana (AURICH, 2008). No entanto ha
controvérsias quanto a temperatura ideal para o sémen equino refrigerado, alguns
trabalhos demonstram que a preservacao entre 4 a 6°C é mais eficaz na conservacao das
caracteristicas seminais e fertilidade (SQUIRES et al., 1988; VARNER et al., 1988;
KAYSER et al., 1992), enquanto outros afirmam ndo haver diferenca entre a estocagem
a 15 ou 5°C (AVANZI et al., 2006; MACHADO et al., 2002; FARRAS et al., 2008).
Cottorello et al. (2002) citam maior resisténcia espermatica a criopreservacao,
sobrevivendo as variacBes de pH ou deficiéncia energéticas no meio diluente, com
notavel diferenca de longevidade espermatica entre 0 sémen equino e asinino preservado

a 5°C, com superioridade para o ultimo.
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Quanto aos indices de fertilidade, os asininos apresentam valores reduzidos
quando utilizado sémen criopreservado, comparado ao uso do sémen fresco (WATSON,
2000). Vérios autores, comparando sémen refrigerado e congelado, relataram resultados
insatisfatorios com sémen criopreservado na espécie asinina (OLIVEIRA et al., 2006;
ROTA et al., 2008). No entanto, Vidament et al. (2009) concluiram que as taxas de
prenhez em jumentas e éguas foram similares quando inseminadas com sémen asinino
diluido em leite e refrigerado enquanto, com sémen congelado, obteve taxa de prenhez de
trés a quatro vezes maior em éguas quando comparada com jumentas. Por outro lado,
Rota et al. (2012), divulgaram indice de 61,5% (8/13) de prenhez em jumentas utilizando
sémen congelado e Oliveira (2015) indice de 42,9% (6/14).

1.5 Meios diluentes

Os meios diluentes sdo solugbes destinadas a proteger os espermatozoides de
condicdes desfavoraveis, bem como prolongar a longevidade durante os processos de
refrigeracdo e transporte do sémen. Suas principais fungdes séo: reduzir a concentracao
de plasma seminal, fornecer aporte nutricional, acdo antimicrobiana, alem de estabilizar
0 pH e a osmolaridade do ejaculado. Pois, sabe-se que alteracdes destes indicadores
poderdo levar a mudangas nas caracteristicas de cinética e qualidade espermatica
(PUGLIESI, 2009).

Especificamente no processo de refrigeracéo, a caracteristica mais importante de
um bom diluente é a sua capacidade de estabilizar as membranas durante a fase de
transicdo, momento critico no qual a maioria das lesdes espermaticas ocorrem. Para
minimizar os danos causados pelo choque térmico, varias substancias sdo adicionadas ao
meio diluente que, geralmente, sdo constituidos por leite e/ou gema de ovo (HEITLAND
et al., 1995).

Os diluentes frequentemente utilizados para refrigeracdo de sémen equino e
asinino sdo a base de leite e de seus derivados, como a caseina. Eles devem proporcionar
uma combinacdo adequada de nutrientes, possuir osmolaridade compativel com a
sobrevivéncia dos espermatozoides, sem oferecer toxicidade as células. Devem ainda ter
a capacidade de neutralizar os catabolitos espermaticos, proteger a célula das variacdes
de temperatura e ndo irritar o trato reprodutivo da fémea (SILVA-FILHO, 1994;
CANISSO et al., 2008b).

Diluentes que tém como base principal a gema de ovo possuem acao crioprotetora

devido & acdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), em especial a lipoproteina 3,
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que permanecem firmemente ligadas & membrana dos espermatozoides (FOULKES,
1977), estabilizando-as e neutralizando os potenciais agentes danosos presentes no
plasma seminal (AMANN; GRAHAM, 2011). Uma segunda hipotese sugere que a fragdo
fosfolipidica presente no LDL proteja as células por formacao de uma pelicula protetora
na superficie da membrana (QUINN et al., 1980) ou substituicdo de fosfolipidios perdidos
ou danificados durante a criopreservacdo (GRAHAM; FOOTE, 1987). Outros autores
sugerem que as lipoproteinas da gema de ovo competem com peptideos catidnicos
(<5kDa) prejudiciais do plasma seminal (VISHWANATH; SHANNON; CURSON,
1992). No entanto, em estudo posterior, Manjunath et al. (2002b) reforcam que o LDL
interage com as principais proteinas do plasma dos mamiferos (BSPs) e essa interacdo
parece ser crucial para a protecao espermatica.

Embora ndo se conheca o exato mecanismo de protecdo do leite contra o choque
térmico, este efeito provavelmente estd relacionado as proteinas de membrana. As
proteinas do leite agem de modo similar as lipoproteinas da gema de ovo, ou seja,
estabilizando as membranas espermaticas contra o efluxo de colesterol e fosfolipidios
induzidos pelas BSPs enquanto mantém a viabilidade e integridade espermatica durante
0 armazenamento (BERGERON et al., 2007; AMANN, GRAHAM, 2011). Se o0 sémen
ndo for diluido, as células sdo expostas continuamente a acdo das BSPs (onipresente em
todos os mamiferos) e o efluxo lipidico se mantéem, resultando em menor resisténcia
espermatica aos processos de criopreservacdo (BERGERON et al., 2007). Enquanto a
protecdo pela gema de ovo envolve ligacdo entre proteinas BSPs com lipoproteinas de
baixa densidade, sdo as micelas de caseina e proteinas presente no leite desnatado que
protegem 0s espermatozoides da agdo das BSP’s pela ligacdo direta proteina:proteina,
ndo havendo participacao de lipidios/lipoproteinas, conforme a Figura 2 (MANJUNATH,
2012). No entanto, de acordo com Batellier et al. (2001), o leite é um fluido biolégico
com uma complexa composi¢do na qual a caseina e algumas moléculas como a [-
lactoglobulina sdo benéficas, enquanto outras, como a a-lactoalbumina, séo prejudiciais

a sobrevivéncia dos espermatozoides.
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FIGURA 2. Mecanismo de protecdo da gema de ovo e do leite desnatado
(MANJUNATH, 2012).

Em busca de resultados mais homogéneos, algumas pesquisas vém demonstrando
a superioridade de novos diluentes cujas bases sao fracGes especificas do leite, tais como
as caseinas (MANJUNATH, 2012; CAMPOS et al., 2020; RODRIGUES et al., 2018).
Esses produtos previnem interacdes espermaticas indesejaveis com outras substancias
presentes no leite que podem diminuir a capacidade de fertilizacdo e sobrevida dos
espermatozoides e induzir a reacao acrossomal (POMMER et al., 2002; AURICH, 2008).
O uso de diluentes produzidos a base de caseinas permite que estas interajam com
proteinas plasmaticas especificas, aumentando a viabilidade deste sémen
(MANJUNATH, 2012).

Neste sentido, diluentes compostos por caseina tém sido incorporados em
pesquisas com sémen equino refrigerado. Campos et al. (2020) demonstraram ser uma

alternativa viavel na substituicdo do leite desnatado em equinos, mantendo as
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caracteristicas e viabilidade espermaticas durante a refrigeracdo por 24 horas. O autor
ainda valida o uso da caseina para garanhfes “Bad Coolers”, pois mostrou-se mais
eficiente & medida que elevaram as taxas de prenhez. Em asininos, Rodrigues et al. (2018)
observaram que a retirada do plasma seminal e ressuspensdo em meios diluentes a base
de caseina ou gema de ovo mostraram-se eficientes na manutencdo e longevidade
espermatica durante 24 horas de refrigeracdo a 5°C. Todavia, 0s resultados obtidos até o

presente momento ainda sdo discretos sendo necessarios mais estudos em asininos.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Pode-se perceber que apesar de possuirem alto grau de parentesco, equinos e
asininos apresentam diferencas quanto ao comportamento sexual, caracteristicas
reprodutivas, bem como a qualidade seminal frente as biotecnologias aplicadas ao sémen.
Em relacdo as bases diluidoras, alguns estudos vém sendo realizados com o objetivo de
esclarecer os efeitos do plasma seminal e a interacdo do sémen asinino com os diluentes
comerciais mais utilizados. Sugere-se que um estudo bioquimico e proteico detalhado dos
componentes do plasma seminal asinino seria importante para caracterizar e isolar as
substancias envolvidas na protecdo das células espermaticas durante o processo de

criopreservacdo e manutencédo da fertilidade.
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HIPOTESE

O processamento do sémen asinino com diluente a base de caseina pode substituir o uso
de diluentes a base de leite ou gema de ovo na refrigeracdo de sémen asinino a 5°C, com
ou sem plasma seminal, proporcionando resultados superiores de cinética e integridade

espermatica, bem como na taxa de fertilidade.

OBJETIVOS

- Comparar a eficiéncia de meios diluentes a base de caseina, gema de ovo e leite
desnatado na manutencdo de cinética e viabilidade espermatica do sémen refrigerado de

asininos.

- Observar os efeitos do plasma seminal sobre os pardmetros de cinética e integridade
espermatica do sémen asinino refrigerado a 5°C por 24 e 48 horas e se ha interferéncia

nas taxas de fertilidade em éguas.

- Determinar a taxa de fertilidade do sémen asinino diluido em meios a base de caseina,
leite desnatado e gema de ovo e refrigerado a 5°C por 24 horas, avaliando-se a taxa de

prenhez em éguas.
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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram comparar os efeitos de trés diferentes bases diluentes sobre
a qualidade espermatica e fertilidade in vivo do sémen asinino refrigerado, com ou sem plasma
seminal. Dois ejaculados de jumentos (n=6) da raca Péga, entre 4 e 12 anos foram utilizados. Cada
ejaculado foi dividido em 6 tratamentos: leite (BotuSémen Special®), caseina (BotuSémen Gold®)
e gema de ovo (BotuCrio®) com plasma seminal, na concentragdo de 50 milhGes de
espermatozoides/mL e sem plasma seminal, apos centrifugacdo e ressuspensdo a 100 milhGes de
espermatozoides/mL. As amostras foram avaliadas a fresco (T0Q), 24 (T24) e 48 (T48) horas pds-
refrigeracdo. Os parametros avaliados foram: cinética espermatica pelo método computadorizado

CASA, desestabilizacdo da membrana espermaética, producéo de espécies reativas ao oxigénio e
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atividade mitocondrial por citometria de fluxo. O teste de fertilidade foi realizado com éguas
(n=15; 6 ciclos) em sistema crossover, inseminadas com um jumento de fertilidade comprovada e
a gestacdo identificada por ultrassonografia aos 15 dias. O diluente a base de leite apresentou
resultados inferiores para motilidade total (MT), progressiva (MP) e rapidos (RAP) sem plasma
seminal em todos os momentos avaliados e maior producdo de &nion superoxido em T48, na
presenca do plasma seminal (P<0,05). Ja o meio a base de caseina sem plasma seminal, apresentou
resultados superiores para todos os parametros avaliados em todos os momentos (P<0.05), com
excecdo dos valores de desestabilizacdo de membrana em T24 que ndo apresentou diferenca
significativa. Os resultados com meio a base de gema de ovo ndo sofreram efeito do plasma
seminal e também mostraram-se superiores, com exce¢cdo de MP e RAP em T48 (P<0,05). A
caseina e a gema de ovo apresentaram elevada taxa de fertilidade tanto com (73% vs 93%) quanto
sem plasma seminal (93% vs 73%), respectivamente. Ja o leite desnatado apresentou valores
similares sem plasma seminal (60%), porém diferiu estatisticamente na presenca de plasma (20%).
Conclui-se que apesar de demonstrar resultados satisfatérios na refrigeracdo do sémen equino, 0
leite desnatado apresenta pior interacdo com o sémen asinino refrigerado. Ja a gema de ovo e a
caseina, demonstraram ser as melhores alternativas para a refrigeracdo de sémen asinino por até
48 horas.

Palavras-chave: asinino; refrigeracdo; caseina; leite desnatado; gema de ovo.

1. Introducao
A refrigeracdo de sémen equino € uma biotécnica difundida mundialmente pois além de
segura e econdmica, evita riscos associados com o transporte de animais e com a monta natural -
sendo o Brasil e Estados Unidos os paises que mais realizam 1A com sémen refrigerado

transportado no mundo [1]. Devido a ampla aceitacdo por varias associacGes de criadores e a
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facilidade de manejo agregada a refrigeracdo do sémen, tem-se difundido o uso desta biotécnica
também para a espécie asinina; porem os resultados ainda séo escassos.

O armazenamento de sémen refrigerado em baixa temperatura prolonga a viabilidade
espermatica pois reduz o consumo de energia e a formacéo de subprodutos [2]. Durante o processo
de refrigeracdo, a cada 10°C de queda na temperatura, 0 metabolismo espermatico é reduzido em
cerca de 50%, ou seja, na temperatura final de 5°C apenas 10% de seu metabolismo é necessario
para sobrevivéncia, crucial para garantir a viabilidade das células espermaticas durante o
armazenamento e transporte [3].

Busca-se manter o potencial fertilizante do sémen, porém longos periodos de
armazenamento podem desencadear processos bioquimicos que comprometem a fertilidade do
sémen, como a capacitacdo precoce, instabilidade nuclear, perda de componentes intracelulares e
peroxidacéo lipidica das membranas espermaticas [4].

Apesar da ampla difusdo, as taxas de fertilidade com sémen refrigerado sdo muito variaveis
e dentre os fatores mais relevantes, incluem: a variacdo individual do reprodutor, visto a
sensibilidade que alguns ejaculados apresentam ao processo de refrigeracdo; a presenca e
composicao do plasma seminal e a composic¢do do meio diluente utilizado [5,6].

A influéncia da composicdo do plasma seminal sobre ejaculados refrigerados ainda é
contraditéria, sendo notado um efeito benéfico na adicdo de plasma seminal de garanhdes com alta
motilidade ao ejaculado de garanhfes com baixa motilidade [7], porém até o presente momento
estudos neste sentido ndo foram conduzidos para a espécie asinina. No entanto, trabalhos
demonstraram que a remocdo do plasma seminal mostrou-se eficiente na manutencdo da
longevidade e viabilidade espermatica durante a refrigeracdo em asininos [8,9].

Especificamente no processo de refrigeracdo em mamiferos, a caracteristica mais importante
de um bom diluente ¢ a sua capacidade de estabilizar as membranas durante a fase de transicao,

momento critico no qual ocorrem a maioria das lesdes espermaticas [10]. Neste sentido, 0s
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diluentes sdo constituidos por leite e/ou gema de ovo e suas proteinas agem de modo similar no
processo de estabilizacdo das membranas espermaticas, garantindo protecdo contra o efluxo de
colesterol e fosfolipidios de membrana provocados pelas proteinas BSP (Binder of Sperm
Proteins) do plasma seminal [11,12]. A gema de ovo possui lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) que se ligam as BSP’s [13-16], mantendo a membrana espermatica estavel. Ademais, o
LDL contribui para que as espécies reativas de oxigénio (ERO’s) produzidos sejam degradados
pois funciona como um potente antioxidante com acédo crioprotetora extracelular, reduzindo lesdes
de membrana, minimizando os efeitos da peroxidacdo lipidica e mantendo a motilidade e
viabilidade celular durante armazenamento [12,14,16,17].

Em busca de resultados mais homogéneos, diluentes cujas bases sdo fracdes especificas do
leite, tais como as caseinas, tém sido incorporados demonstrando ser uma alternativa viavel na
substituicdo do leite desnatado, mantendo as caracteristicas e viabilidade espermaticas durante a
refrigeracdo por 24 horas [9,13]. O uso de diluentes produzidos a base de caseinas permite que
estas interajam com proteinas plasmaticas especificas aumentando a viabilidade do sémen [12],
alem de impedir interacdes espermaticas indesejaveis com outras substancias presentes no leite
que podem diminuir a capacidade de fertilizacdo e sobrevida dos espermatozoides [4,18].

O avanco na preservacdao do sémen equino refrigerado tem sido direcionado para a
composicdo das bases diluentes, assim como para a interferéncia do plasma seminal durante o
processamento. Partindo do principio que equinos e asininos pertencem a espécies diferentes e
portanto tém mecanismos proprios para manter a integridade da membrana, prevenir o estresse
oxidativo e preservar a motilidade espermatica durante a refrigeracdo, o objetivo deste estudo foi
comparar o efeito de trés diferentes bases diluentes sobre a qualidade espermatica e fertilidade in

vivo do sémen asinino refrigerado a 5°C, com ou sem plasma seminal.
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2. Materiais e métodos
Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (FMVZ — Unesp —

Botucatu/SP), sob Protocolo n° 0126/2019.

2.1 Animais, processamento e analise do sémen

Foram utilizados 2 ejaculados de 6 jumentos da raca Péga com idade entre 4 e 12 anos,
considerados aptos perante exame androlégico completo e fertilidade comprovada. Os animais
pertenciam a um criatorio particular, localizado no municipio de Laranjal Paulista/SP
(23°04'53.4"S 47°53'21.3"W). Para o teste de fertilidade foi selecionado um dos jumentos e 15
éguas, pertencentes ao CERBEC-Posto de Monta da Fazenda Lageado, Unesp — Botucatu foram
utilizadas.

Os ejaculados foram colhidos em vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma, SP,
Brasil) e, imediatamente apds a colheita, o sémen foi filtrado para retirada da fracdo gel e
realizadas as avaliacbes macroscopicas de volume, coloragédo, aspecto e odor. A concentracao
espermatica (x10%spermatozoides/mL) foi determinada pela cdmara hematimétrica de Neubauer
(Optik Labor, Lancing, Inglaterra), sob microscopia de contraste de fase (Jenamed 2 Zeiss: Carls
Zeiss, Munique, Alemanha) em aumento de 200x.

O processamento das amostras foi feito de acordo com o delineamento experimental descrito

na Figura 1.
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COM PLASMA
(50 milhdes espermatozoides/ml)

(DLEITE DESNATADO

(2)castina

(3)GEMA DE OVO

SEM PLASMA
(diluigdo 1:1+ centrifugacdo 600g/10min + ressuspensio)
(100 milhdes espermatozoides/ml)

LEITE SP
(S)CASEINA SP
GEMA DE OVO SP

LEITE DESNATADO  (BotuSémenSpecial®)
CASEINA (BotuSémenGold®)
GEMA DEOVO (BotuCrio®)

FIGURA 1. Delineamento experimental do processamento das amostras. Cada ejaculado foi
dividido em seis grupos diluidos em meios comerciais a base de leite desnatado (BotuSémen
Special®, Botupharma, SP, Brasil), caseina (BotuSémen Gold®, Botupharma, SP, Brasil) e gema
de ovo (Botu Crio®, Botupharma, SP, Brasil). As amostras com plasma foram diluidas a 50
milhdes de espermatozoides/ml e formados os grupos 1, 2 e 3. J4 as amostras sem plasma foram
diluidas em 1:1 (v/v), centrifugadas a 600g/10min e ressuspendidas a 100 milhGes de
espermatozoides/ml, respeitando a concentracdo recomendada pelo fabricante, formando os

grupos 4, 5e 6.

Apo6s manipulacdo, uma aliquota de cada grupo foi analisada em laboratério conforme
delineamento preconizado (TO0). Estabelecendo a concentragdo total de 500x10°
espermatozoides/tubo, as amostras foram acondicionadas em Botu-flex® (Botupharma, Botucatu-
SP, Brasil) a 5°C para posterior avaliacdo em 24 (T24) e 48 (T48) horas de refrigeracdo. As caixas
permaneciam lacradas até o0 momento das avaliacdes nos tempos descritos.

As analises do sémen e preparacdo das amostras foram realizadas no Centro de
Biotecnologia e Diagndstico em Reproducdo Animal (CERAN), pertencente ao Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

(FMV2Z) Unesp — Botucatu/SP — Brasil.
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2.1.1  Cinética espermatica

A cinética espermaética foi avaliada pelo método computadorizado — CASA (HTM-IVOS 12,
Hamilton Thorne Research, MA, EUA), de acordo com as configuracgdes descritas por Carneiro et
al. [19]. Foram avaliados 5 campos aleatorios para determinacdo dos parametros: motilidade total
(MT; %), motilidade progressiva (MP; %), e espermatozoides rapidos (RAP; %) em TO, 24 e 48

horas de refrigeracéo.

2.1.2 Morfologia Espermatica

Para avaliacdo da morfologia espermatica o sémen foi diluido em solucéo de formol salina
a 10%. A preparacdo umida foi avaliada em microscopia de contraste de interferéncia diferencial
de fase (DIC — Leica DM 2500: Leica Microsystems, SP, Brasil), em um aumento de 1000x.

Foram analisadas 100 células para caracteristicas morfolégicas de cabeca, peca intermediaria

e cauda, resultando no porcentual de defeitos conforme previamente descrito por Blom [20].

2.1.3  Citometria de fluxo

Para as analises de citometria de fluxo foi utilizado o equipamento LSR Fortessa (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers: azul 488-nm, 100 mW, vermelho
640-nm, 40 mW e violeta 405-nm, 100 mW. Apos a analise, os dados foram avaliados por
programa do mesmo fabricante BD FACSDiva™ software v 6.1.

Para todos os ensaios as amostras foram diluidas em TALP-PVA modificado segundo
Parrish et al. [21] (100mM NaCl, 3,1mM KCI, 25,0mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 21,6mM
DL-lactato de sddio 60%, 2,0mM CaCl2, 0,4mM MgCI2, 10,0mM Hepes-livre de acido, 1,0mM
piruvato de sddio, 1,0mg/ml alcool polivinil-PVA e 25ug/ml gentamicina) na concentracdo de
5x10° espermatozoides/ml, acrescido de Hoescht 33342 (7uM) para exclusdo das particulas néo

celulares.
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Autofluorescéncia e controles de cada fluorocromo foram adquiridos para ajuste de
sobreposicao de onda e compensacdo utilizando-se a matriz de compensacgao do proprio software.
Os dados foram gerados utilizando-se gréficos dotplot incluindo eixo <Ot (bi-exponencial)
tornando todos 0s eventos visiveis e propriamente compensados. No minimo 10.000 células por
amostra foram analisadas.

Para a avaliacdo da producdo de peroxido de hidrogénio (H20>) intracelular foi utilizado
2uM dihydrorhodamine 123 (D23806 — Life Technologies). Neste ensaio associou-se 1.5uM de
iodeto de propidio (diluido em TALP-PVA) e 1uM de dihydrorhodamine 123 (diluido em DMSO),
a incubacéo foi realizada por 20min a 37°C ao abrigo da luz.

Para avaliacdo da desestabilizacdo de membrana plasmatica, potencial mitocondrial e da
geracdo de superoxido (O2) intracelular foi utilizada a associagio de 25nM Yo-Pro® (Y3603 —
Life Technologies; marcacédo para célula com membrana plasmatica lesada), 20uM MitoStatusRed
(564697- BD Pharmigen; potencial mitocondrial) e 2uM de Dihidroethidium (D23107 — Life
Technologies; geracédo de anion superdxido intracitoplasmatico), e a amostra incubada por 20min

a 37°C para posterior leitura no Citdmetro de fluxo.

2.2 Teste de Fertilidade

O teste de fertilidade foi realizado de setembro de 2019 a abril de 2020. Foram utilizados 6
ciclos de 15 éguas, entre 5 e 15 anos, com historico reprodutivo comprovado. Foi adotado o sistema
crossover, no qual cada égua é inseminada 6 vezes ao longo da estacdo reprodutiva, onde cada
inseminacdo representa 1 grupo. As éguas foram monitoradas diariamente por ultrassonografia
transretal modo B (transdutor linear, frequéncia de 5 MHz, SonoScape A6®, Medical Corp, China)
e quando o maior foliculo atingiu tamanho > 35mm de didmetro, Sinais de estro e edema uterino
3, a ovulacdo foi induzida com um analogo de GnRH, acetato de histrelina, 1.M. (250ug/mi

Strelin®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil).
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Respeitou-se a dose inseminante de 1 x 10° de espermatozoides mdveis e as inseminagdes
ocorreram 24 horas apés a inducdo da ovulagdo com sémen asinino refrigerado a 5°C por 24 horas,
depositado no corpo do Gtero. Quinze dias apds a inseminacdo foi efetuado o diagnostico de

gestacdo através de exame ultrassonografico.

2.3 Andlise estatistica

As variaveis do sémen foram avaliadas pelo programa GraphPad Prisma (GraphPad
Software Inc, USA). A normalidade dos dados foi testada utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov.
Dados paramétricos foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
Tukey. Para dados ndo paramétricos foi utilizado Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Para
a fertilidade, foi utilizado o teste exato de Fisher e diferencas significativas foram consideradas

quando P<0,05.

3. Resultados

Os meios a base de caseina e gema de ovo nos grupos sem plasma seminal apresentaram
cinética superior em relacdo ao meio a base de leite em todos os momentos avaliados. Apenas a
MT no momento TO do meio a base de gema de ovo ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao meio a base de leite (Tabela 1).

Nos grupos com plasma seminal os diferentes meios apresentaram cinética espermatica
similar em TO, enquanto em T24 o meio a base de gema de ovo mostrou-se significativamente
superior aos demais. No momento T48 o parametro MT do grupo a base de gema de ovo foi
superior ao grupo a base de leite e semelhante ao grupo com caseina. A MP foi semelhante entre
0S grupos, porém a porcentagem de RAP foi estatisticamente maior no grupo caseina em relacdo

ao leite e semelhante ao grupo a base de gema de ovo (Tabelas 2 e 3).
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TABELA 1. Média * erro padrdo dos parametros de cinética espermatica, avaliados por método
computadorizado CASA no momento TO (TO). Diluentes a base de leite, caseina e gema de ovo,
com e sem plasma seminal.

LEITE CASEINA GEMA
TO COM SEM COM SEM COM SEM
PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA

MT  91.1+1.3% 82.9+3.3° 92.5+0.92 93.1+12 93.4+0.42 91.7+0.6%
MP 57.5+1.8° 51+2.6° 57.3+1.8°  63.8+1.62 60.9+1.72 65.1+22
RAP  86.6+1.5% 74.7+43.9°  89.4+1.1%  90.3+1.12 89+12 88.4+0.62

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (p< 0,05).
TO: momento até 4 horas apds colheita; MT: motilidade espermatica total; MP: motilidade espermatica progressiva;
RAP: espermatozoides com movimento rapido.

TABELA 2. Média * erro padrdo dos parametros de cinética espermatica, apds 24 horas de
refrigeracdo (T24). Diluentes a base de leite, caseina e gema de ovo, com e sem plasma seminal.

LEITE CASEINA GEMA
T24 COM SEM COM SEM COM SEM
PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA

MT 80.5+2° 65.5+3.5° 75.3+3.2° 89+12 89.9+1.12 89.3+1.12
MP  45.8+1.4%  23.4+25°  40.1+3.7°° 53.8+1.6%° 58.5+1.9%  49.4+1.8%
RAP  69.7+2.3° 44 5+4° 67.6+3.8°°  84.3+1.3%2  84.5+1.72 85.7+1.72

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b, ¢) na mesma linha diferem significativamente (p< 0,05).
T24: momento 24 horas apds refrigeracdo; MT: motilidade espermatica total; MP: motilidade espermatica progressiva;
RAP: espermatozoides com movimento rapido.

TABELA 3. Média £ erro padrdo dos parametros de cinética espermatica apos 48 horas de
refrigeracdo (T48). Diluentes a base de leite, caseina e gema de ovo, com e sem plasma seminal.

LEITE CASEINA GEMA
T48 CoM SEM COM SEM COM SEM
PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA

MT 39.946.3° 35.7+4.6° 66+3.6% 82.2+1.7% 73.4£3.3% 78.4%4.42
MP 20.2+3.7%° 9.6£1.7° 33.7+3.7° 46.8+2.6° 29.4+4.7° 29.4%3°
RAP 29.6+6.2° 20.2+3.49  54.1+4.1° 72.8+2.12 48.9+6.7°° 56.6+6%°

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b, ¢, d) na mesma linha diferem significativamente (p< 0,05).
T48: momento 48 horas apos refrigeracdo; MT: motilidade espermatica total; MP: motilidade espermética progressiva;
RAP: espermatozoides com movimento rapido.

De um modo geral, os valores de membrana plasmatica estavel foram superiores nos grupos a

base de gema de ovo (com e sem plasma seminal) apds 24 e 48 horas de refrigeracao.
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Os niveis de ERO’s nos grupos com plasma seminal foram semelhantes no momento TO, no
entanto, em T24 o peroxido de hidrogénio (H-02) nas amostras do meio a base de gema de ovo foi
maior em relagdo ao grupo a base de caseina, e semelhante ao grupo a base de leite. Em T48, a
gema de ovo também apresentou valores mais altos, diferindo do grupo a base de caseina e leite,
com valores significativamente inferiores para o ultimo. Contrariamente, o superoxido (O.) foi
significativamente inferior nas amostras com meio a base de gema de ovo em T24 e no momento
T48 os grupos a base de gema de ovo e caseina obtiveram niveis inferiores em relagdo ao grupo a
base de leite (P>0.05).

O potencial de membrana mitocondrial de um modo geral foi maior nos grupos contendo meio
a base de gema de ovo, com ou sem plasma, e semelhante aos grupos caseina e leite sem plasma
seminal em todos 0s momentos, com exce¢do para 0 grupo caseina com plasmaem TO que também

apresentou valores similares (Tabela 4).

TABELA 4. Média + erro padrdo dos parametros de integridade de membrana, producéo de
H>02 e Oy intracelular e potencial mitocondrial em TO. Diluentes a base de leite, caseina e gema
de ovo, com e sem plasma seminal.

LEITE CASEINA GEMA
To CoM SEM CoM SEM COoM SEM
PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA  PLASMA

MPE 50.9+7% 57.2+4.6%°  52.2+3.6% 48.4%5.7° 70.6+4%  62.6+4%
H20: 72.6£2.5 78.2+2.8 72.1+3.3 72.8+4.4 82.3x2.4 79.3+2.6
HPM 45.7+6.6° 51.6+5%  48.5+4.3% 47+6% 67.8+3.6% 63.3+4%

Oz 43.946.6 37.1+4.7 42.5+3.6 42.3+6.4 28.7£3.5 34.1+4.4

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (p< 0,05).
PC: momento até 4 horas apds colheita; MPE: membrana plasmética estavel; %H,O,: concentragdo total de H,O;
%0;": concentragdo total de O;; %HPM: potencial mitocondrial total.

De acordo com as caracteristicas relacionadas a integridade e funcionalidade espermatica,

0 grupo caseina apresentou efeito negativo na presenca do plasma seminal para todos os
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251  parametros avaliados em T24 e T48. Também houve efeito negativo da presenca do plasma

252 seminal no grupo a base de leite desnatado, evidente em T48 (Tabelas 5 e 6).

TABELA 5. Média + erro padréo dos parametros de integridade de membrana, producéo de H20-
e Oy intracelular e potencial mitocondrial, apds 24 horas de refrigeracdo (T24). Diluentes a base
de leite, caseina e gema de ovo, com e sem plasma seminal.

LEITE CASEINA GEMA
T24 COM SEM COM SEM COM SEM
PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA

MPE  59.1+3.2° 66.8+3.7%°  44.1+3.1°  59.6+2.9°  76.1#3.2% 75.1+2.9
H,O0,  72.2+2.7" 86.4+22 68.8+5.6° 86.3+2%  82.9+3.8%° 79.2+2.4%C
HPM  50.9+4.5 65+3.82° 44.7#3.3°  62.242.8%°  74.3+3%  755+2.92

Oy 41.8+4.5° 31.9+2.7%  559+3.7°  36.5#3.2% 282427  26.6+2.4

253  *Valores com sobrescritos diferentes (a, b, ) ha mesma linha diferem significativamente (p< 0,05).
254  T24: momento 24 horas apos refrigeracdo; MPE: membrana plasmatica estavel; %H,O,: concentracéo total de H,O;
255 %0, concentracdo total de O;; %HPM: potencial mitocondrial total.

256

TABELA 6. Média + erro padrdo dos parametros de integridade de membrana, producéo de
H202 e O, intracelular e potencial mitocondrial, apds 48 horas de refrigeragdo (T48). Diluentes
a base de leite, caseina e gema de ovo, come sem plasma seminal.

LEITE CASEINA GEMA
T48 COM SEM COM SEM COoM SEM
PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA
MPE 30.1+4.5°  56.9+3.4° 41.6£2.6°  64.1+3.4% 75+3.4% 75.3+2.62
H20, 33.1+4.3° 72+£3.7% 5145.6° 82+2.8% 82.1+2.8% 82+1.7%

HPM 24.8+4.4° 54.1+3.2% 39.3+3.2° 66.1+3.32  54.1+8.6% 66.8+4.2%
Oy 69+4.5° 48.2+4.4% 57+2.3 30.9+3% 39.846.6% 35.2+4.6%

257  *Valores com sobrescritos diferentes (a, b, ) ha mesma linha diferem significativamente (p< 0,05).
258  T48: momento 48 horas apo6s refrigeracdo; MPE: membrana plasmética estavel; %H,O,: concentracdo total de H2O;
259 %0, concentracdo total de O,7; HPM: potencial mitocondrial total.

260
261 A porcentagem total de defeitos espermaticos ndo ultrapassou 15%.
262 Em relacdo ao teste de fertilidade, os grupos com meio a base de leite apresentaram resultados

263 inferiores e foram, estatisticamente, piores na presenca do plasma seminal (20% de fertilidade)

264  quando comparados aos grupos com meios a base de caseina e gema de ovo, 0s quais mantiveram
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as taxas de fertilidade em torno de 73 a 93%. No entanto, 0 grupo a base de leite na auséncia de

plasma seminal n&o diferiu dos demais, com taxa de fertilidade em torno de 60% (Tabela 7).

Tabela 7. Taxa de Fertilidade do sémen asinino diluido em leite desnatado, caseina e gema de ovo,
com e sem plasma seminal e refrigerado por 24 horas.

LEITE CASEINA GEMA
COM SEM COM SEM COM SEM
PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA PLASMA
20% P 60% 2 73% @ 93% 2 93% 2 73% 2
(3/15) (9/15) (11/15) (14/15) (14/15) (11/15)

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b, ¢) na mesma linha diferem significativamente (p< 0,05).

4. Discusséo

Apesar de bem estabelecida a eficiéncia de diluentes a base de leite para a refrigeracdo de
sémen equino, devido a sua complexa composicao, tem-se estudado fragOes especificas do leite,
tais como as caseinas [12,13]. No entanto, no presente estudo, o grupo diluido em leite desnatado
demonstrou resultados inferiores de integridade e cinética espermatica independente da remocao
ou ndo do plasma seminal. Desta forma, supde-se que 0s componentes do leite desnatado podem
ter sido insuficientes ou ter exercido acdo prejudicial aos espermatozoides de asininos, contrario
ao comportamento observado em ejaculado de equinos submetido ao processo de refrigeracédo
utilizando-se 0 mesmo diluente [22].

Imediatamente apos a colheita (TO), resultados superiores de MT e RAP foram observados nos
grupos caseina e gema de ovo tanto na presenca como na auséncia do plasma seminal, supondo
ndo haver efeito deste no processamento das amostras neste momento. No entanto, em T24, notou-
se efeito negativo da presenca do plasma seminal utilizando-se caseina, sugerindo que ha uma
maior biodisponibilidade dos constituintes do meio quando o plasma seminal é removido,
fornecendo protecdo aos espermatozoides quando submetidos a 24 horas de refrigeracdo.

Provavelmente, por se tratar de um meio mais completo e enriquecido, este efeito ndo tenha sido
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evidente no grupo a base de gema de ovo, que manteve resultados consistentes em T24.
Similarmente, Pagl et al. [23] observaram que a centrifugagdo associada a meios proteicos
especificos a base de caseina aumentou a porcentagem de espermatozoides moveis e integros em
equinos.

Os resultados apresentados sugerem que as lipoproteinas presentes na gema de ovo sdo mais
eficientes em relacdo as micelas de caseina contra a acdo das BSPs presentes no plasma seminal
de asininos, ja que o grupo com meio a base de gema de ovo ndo apresentou acdo deletéria
significativa do plasma seminal.

Similarmente, 0s grupos a base de gema de ovo e caseina apos a refrigeracao, tanto em T24
quanto em T48, além de apresentarem maior cinética e integridade de membrana plasmatica,
também apresentaram valores mais elevados de potencial de membrana mitocondrial e,
consequentemente, maiores niveis de H>O,. A mensuragdo do potencial mitocondrial indica a
capacidade do espermatozoide em produzir ATP e esta positivamente correlacionado com a
manutencdo do metabolismo, parametros de cinética e sobrevivéncia espermatica [24]. A maioria
do oxigénio consumido é utilizado pela mitocondria durante a fosforilagdo oxidativa e uma
pequena parcela, utilizada pelos espermatozoides para a producdo controlada de EROS de forma
enddgena, essencial para a desestabilizacdo da membrana espermatica antes dos processos de
capacitacdo e reacdo acrossomal [25]. Contudo, uma clevada produgdo de ERO’s pode reduzir o
potencial mitocondrial através da alteracdo da sintese de ATP, homeostase do Calcio e transporte
de metabolitos [26]. Ortega-Ferrusola et al. [27] observaram que a alta produ¢do de ERO’s causou
estresse oxidativo e afetou negativamente a integridade de membrana plasmatica além de elevar a
expressao de marcadores de apoptose nos espermatozoides.

Embora o peroxido de hidrogénio (H20-) seja uma molécula quimicamente estavel e, portanto,
ndo é considerado um radical livre, ele participa da reacdo de Haber-Weiss que dara origem ao

radical hidroxila (OH); altamente reativo e precursor do processo de peroxidacdo lipidica. Os
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autores sugerem que o H>O> é simplesmente subproduto de alta atividade mitocondrial e esta
presente em maior concentracdo no plasma de garanhGes com boa qualidade seminal, portanto
acredita-se que haja correlagcdo positiva com o metabolismo normal dos espermatozoides e taxa de
fertilidade em garanhdes [28]. No presente estudo, o H20O, apresentou concentragdes superiores
nos grupos diluidos com gema de ovo e caseina e 0s niveis de Oz apresentaram-se
significativamente reduzidos, sugerindo que ambos promoveram uma maior prote¢éo a atividade
metabdlica em relacdo aos grupos diluidos em meio a base de leite.

O anion superéxido (O2) é precursor para a maioria das ERO’s, com alta capacidade de causar
peroxidacdo lipidica e consequente desestabilizacgdo da membrana plasmatica dos
espermatozoides. Na reacao de Haber-Weiss, este radical livre reage com H20- e formam o radical
hidroxila, considerado um dos agentes oxidantes mais potentes, capaz de desestabilizar a
membrana espermatica e reagir com lipideos insaturados presentes nas membranas e DNA celular
[19]. Desse modo, é provavel que a concentracao elevada de Oz nos grupos diluidos com meio a
base de leite tenham ocasionado uma maior peroxidacdo lipidica devido a uma ineficiéncia no
controle da produgdo de ERO’s e de O, permitindo que lesdes prematuras de membrana
ocorressem [29-31]. Do mesmo modo, as amostras diluidas em meio a base de leite exibiram uma
maior proporc¢édo de celulas desestabilizadas e baixo potencial mitocondrial, sugerindo que esteja
ocorrendo maior criocapacitacdo durante o armazenamento [29].

Como o leite apresenta composi¢do complexa, formado por mais de 100.000 moléculas, sendo
que algumas proteinas sdo prejudiciais a viabilidade espermatica [5], esperava-se que 0S grupos
diluidos em caseina obtivessem maior viabilidade em relacdo aos grupos diluidos em meio a base
de leite. Além disso, estudos demonstraram a associa¢do das micelas de caseina com as proteinas
BSPs dos mamiferos impedem o deslocamento do colesterol e fosfolipidios de membrana
induzidas por estas proteinas, mantendo a viabilidade e motilidade dos espermatozoides durante o

armazenamento, representando a interagdo que confere protecdo espermética quando o ejaculado
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é diluido em meios especificos contendo caseina [14]. Em equinos, acredita-se que 0 mecanismo
de protecdo contra o efluxo de lipidios da membrana plasmatica desses meios seja semelhante, por
interacdo entre as proteinas do meio diluente com proteinas BSP [32]. Em bovinos [15,33] foi
demonstrado que as proteinas BSP’s sdo capazes de se ligar a varias proteinas do leite; além das
micelas de caseina, ligam-se as a-lactalbumina e B-lactoglobulina, o que foi comprovado também
em suinos, equinos e ovinos. No entanto, garanhdes apresentaram mais afinidade principalmente
a o-lactalbumina, B-lactoglobulina e k-caseina [33].

Por outro lado, Battelier et al. [5] prop6s que algumas proteinas presentes no leite podem ser
prejudiciais e comparando com os resultados encontrados, possivelmente pode haver forte ligacao
das BSPs as proteinas prejudiciais do plasma ou uma maior afinidade de ligacdo por estas proteinas
em asininos. Essa hipotese justificaria os resultados inferiores encontrados para todos 0s
parametros de integridade no grupo diluido em leite comparado ao grupo caseina na presenca do
plasma em T48.

No presente estudo, a remocdo do plasma seminal na refrigeracdo do sémen asinino contendo
meio a base de caseina foi benéfica, com resultados superiores aos grupos contendo plasma
seminal. Possivelmente, a remoc¢do do plasma seminal em asininos aliada a diluicdo em meios
especificos a base de caseina ¢ eficiente no controle da capacitacdo precoce devido a afinidade de
micelas de caseina por BSPs e ions Calcio, diminuindo a concentracdo de BSPs livres, impedindo
que se liguem a membrana espermatica e provoquem perda lipidica, conferindo maior protecdo
aos efeitos deletérios durante o armazenamento [12,33]. Contrariamente, Rota et al. [34]
descrevem que a retirada do plasma seminal pareceu ser prejudicial a motilidade progressiva as 24
e 48 horas de refrigeracdo em asininos, utilizando meio a base de leite (INRA 82) acrescido 2%
de gema de ovo.

Embora ndo sejam conhecidas a caracterizacdo, identificacdo e funcionalidade das proteinas

BSPs no sémen de asininos, o que foi descrito até 0 momento é que o plasma seminal desses
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animais apresenta uma predominancia de proteinas de 17kDa (SP-1). Tambeém foram identificadas
CRISP 3, calicreina-1E2, prostaglandina-H2, D-isomerase, sérum albumina, clusterina, catalase e
anexina Al, todas presentes no plasma seminal de garanhdes com excecéo da anexina Al e supde-
se que devem estar relacionadas com a capacidade de fertilizacdo [35]. Em estudo com garanhdes
utilizando eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida associada a Western Blot, 4
proteinas foram significativamente correlacionadas (SP-1, SP-2, SP-3 e SP-4), onde SP-1 estava
positivamente correlacionada com a fertilidade, enquanto SP-2, SP-3 e SP-4 apresentaram
correlagéo negativa [36].

Tanto a gema de ovo quanto a caseina mantiveram elevada taxa de prenhez em éguas, em torno
de 73 a 93%, apresentando-se como boa alternativa para a manutencédo da viabilidade espermatica
pos-refrigeracdo do sémen de asininos.

Devido a superioridade dos resultados utilizando-se meios a base de caseina e gema de ovo em
relacdo ao meio a base de leite desnatado sugere-se que, em jumentos, 0s espermatozoides nao tém
boa interacdo com os componentes do leite. Por outo lado, o LDL da gema e as micelas de caseina
possibilitam uma maior interacdo na protecdo das células espermaticas de jumentos.
Hipotetizamos que possivelmente os espermatozoides de jumentos possuam maior concentracdo
de lipideos de membrana capazes de promover maior protecdo as células durante o processo de
refrigeracdo, comparado ao espermatozoide equino. Assim, estudos lipidémicos e protedmicos sao
necessarios a fim de determinar as caracteristicas especificas em asininos, bem como as reais
interacdes com as principais bases diluentes disponiveis no mercado, visando desenvolver meios

e protocolos de refrigeracdo que melhor se adequem a espeécie.
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