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RESUMO

A refrigeracdo de sémen é uma biotecnologia que da suporte para a reproducgéo
equina. Nessa técnica o sémen acrescido de meio diluente, no estado liquido, é submetido
a diminuicdo da temperatura para 5 e 15°C, proporcionando reducdo do metabolismo
espermatico e aumento da sua vida util. No entanto, hd um decréscimo da viabilidade
espermatica apds 24 horas de refrigeracdo, sendo um dos motivos a seimentacdo dos
espermatozoides para o fundo do recipiente com consequente oscilagcdo do pH e ,embora
0 metabolismo continue em menores proporcdes, ha producgdo de substancias prejudiciais
ao sémen. Uma alternativa a esse problema seria a utilizacdo de meio diluente mais
viscoso ou até solido dificultando a sedimentacdo espermatica. Nesse sentido, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar a cinética e integridade da membrana plasmatica, em
sémen equino refrigerado em meio diluente com adi¢do de gelatina. A pesquisa foi
dividida em duas etapas, no experimento I utilizou-se 6 garanhdes, cada ejaculado colhido
foi dividido em nove grupos: BS[]0%, BS[]1%, BS[]2%, BSS[]0%, BSS[]1%, BSS[]2%,
BSG[]0%, BSG[]1%, BSG[]2%, onde as letras representam os meios BotuSEMEN®-BS,
BotuSEMEN® SPECIAL-BSS, BotuSEMEN® GOLD-BSG, e¢ °’[]”’ referem-se a
porcentagem da concentracdo de gelatina (0, 1 e 2%), e refrigerados a 5 e 15°C. No
experimento Il utilizou-se 20 garanhdes, e cada ejaculado foi dividido em dois grupos
BSG[]0% ou BSG[]2%, e refrigerado a 5°C. Os grupos foram refrigerados e avaliados
nos momentos 24, 48 e 72 horas. A adicdo de gelatina, foi eficaz em mudar o estado
fisico, de liquido para sélido, sendo totalmente revertido, apds aquecimento a 37°C até
10 minutos. E possivel concluir que a adicdo de gelatina, nas concentracdes de 1 e 2%,
ao meio diluente de refrigeracdo equino ndo prejudicou a MT, MP e RAP, mas diminuiu
as velocidades VAP, VSL e VCL. A gelatina na concentracdo de 2% néo prejudicou a
integridade de membrana acrossomal nem aumentou a peroxidacao lipidica. Sendo
necessario mais estudos na area com avaliacdo de novos parametros espermaticos e
fertilidade.

Palavras-chave: equino, refrigeracdo, espermatozoide, gelatina, colageno
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ABSTRACT

Semen cooling is a biotechnology that supports equine reproduction. In this technique,
the semen plus diluent medium, in the liquid stage, is subjected to a decrease in
temperature to 5 or 15°C, providing a reduction in sperm metabolism and an increase in
its useful life. However, there is a decrease in sperm viability after 24 hours of
refrigeration, one of the reasons being the sedimentation of spermatozoa to the bottom of
the container with consequent pH ocillation and, although metabolism continues in
smaller proportions, there is production of substances harmful to semen. An alternative
to this problem would be the use of a more viscous or even solid diluent medium, making
sperm sedimentation difficult. In this sense, the objective of the present work was to
evaluate the kinetics and integrity of the plasma membrane in equine semen refrigerated
in diluent medium with the addition of gelatin. The research was divided into two stages,
in experiment | 6 stallions were used, each ejaculate collected was divided into nine
groups: BS[]0%, BS[]1%, BS[]2%, BSS[]0%, BSS[]1%, BSS[]2%, BSG[]0%, BSG[]1%,
BSG[]2%, where the letters represent BotuSEMEN®-BS, BotuSEMEN® SPECIAL-
BSS, BotuSEMEN® GOLD -BSG, and "[]" refer to the percentage of gelatin
concentration (0, 1 or 2%), and refrigerated at 5 or 15°C. In experiment Il, 20 stallions
were used, and each ejaculate was divided into two groups BSG[]0% or BSG[]2%, and
refrigerated at 5°C. The groups were refrigerated and evaluated at 24, 48 and 72 hours.
The addition of gelatin was effective in changing the physical state from liquid to solid,
being completely reversed after heating at 37°C for up to 10 minutes. It is possible to
conclude that the addition of gelatin, at concentrations of 1 or 2%, to the diluent medium
of equine cooling did not harm MT, MP and RAP, but decreased VAP, VSL and VCL
velocities. Gelatin at a concentration of 2% did not impair the integrity of the acrosomal
membrane or increase lipid peroxidation. More studies are needed in the area with

evaluation of new sperm parameters and fertility.

Key-words: equine, refrigeration, sperm, gelatin, collagen
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de sémen refrigerado, seguido do transporte, é empregado
rotineiramente nas ultimas décadas em todo o mundo, tornando-se popular por muitos
programas de melhoramento genético de equinos (SHORE et al., 1988) por tornar
possivel a utilizacdo de garanhGes que estejam alojados em locais distantes da égua,
facilitando a execucdo dos acasalamentos e logistica de coleta e transporte do sémen
(NUNES et al., 2006).

Utilizar biotecnologias aplicadas a espécie equina € uma das maneiras para acelerar
0 ganho genético e competitividade na inddstria do cavalo, o qual visa a conservagéo e
transporte do material genético de animais de alto valor zootécnico para maximizar a sua
utilizacdo (ALVARENGA; PAPA, 2009)

A inseminacdo artificial (IA), com sémen criopreservado, permite a utilizagdo de
reprodutores em momentos que ndo seria possivel a monta natural ou a utilizacdo do
sémen fresco. E o caso de animais que se encontram em campanhas esportivas, situacoes
de comprometimento fisico ou até mesmo que vieram a ébito. Esta biotecnologia
possibilita ainda o transporte de sémen a longas distancias e um melhor aproveitamento
de garanhdes geneticamente superiores (PIMENTEL e CARNEIRO, 2008).

Dentre as espécies domésticas, o garanhdo é o que apresenta a maior variabilidade na
qualidade do sémen. Um dos principais motivos para ocorréncia deste fato é devido aos
critérios de selecdo dos reprodutores, os quais levam em consideracdo apenas a genealogia,
morfologia, desempenho atlético, e ndo os parametros de fertilidade (VARNER et al., 2010).
Desta forma, h4 aumento da ocorréncia de variabilidade entre garanhdes em relagdo a
qualidade e resisténcia espermatica frente aos processos da criopreservacdo (BRINSKO et
al., 2000).

No entanto, apesar dos beneficios, existem desafios para o uso da IA com sémen
criopreservado e que contribuem para a ocorréncia de variagdes nos resultados de fertilidade
(AURICH, 2008).

Para o desenvolvimento de técnicas de criopreservacdo, que visam 0 aumento da
longevidade espermatica, € necessario o seu entendimento metabolico. Os espermatozoides
sdo células altamente especializadas que armazenam e transportam o material genético,
possuindo as habilidades de motilidade ativa e fertilizacdo do odcito (AURICH, 2005).

O armazenamento do sémen em estado liquido, apesar de ser uma das principais
formas de armazenamento, apresenta um efeito que é a sedimentacdo, ela ocorre devido

ao repouso da dose de sémen durante a refrigeracdo no estado liquido, fazendo com que
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0s espermatozoides, microrganismos e outras particulas presentes na amostra precipitem
pela acdo da gravidade. A formac&o de sedimento é considerada prejudicial a qualidade
do sémen, uma explicacdo para esse ocorrido € que devido ao acimulo de metabdlitos e
a deplecdo da capacidade tamponante do diluente os espermatozoides sofrem acdes
desfavoraveis ao seu funcionamento (BELSTRA, 2007).

Uma alternativa para esse problema é a homogeneizacdo ou rotacdo das doses de
sémen durante 0 armazenamento, que apesar de ser uma pratica comum para algunas
espeécies, os estudos sobre os beneficios e efeitos dessa homogeiniza¢do sdo escassos e
conflitantes. Alguns trabalhos mostram que a rotacdo das amostras favoreceu a qualidade
espermatica em comparacgao ao armazenamento sem rotacao, ja em outros a rotacdo das
amostras causaram efeitos deletérios aos sémen, acreditando que a flutuacdo do pH seja
um motivo para o ocorrido (RODRIGUEZ-GIL & RIGAU, 1995; SIMMET et al., 1998;
SCHULZE et al., 2015).

Sabe-se que o0 meio diluente em que os espermatozoides estdo imersos tem um papel
fundamental na cinética, integridade de membrana e na qualidade geral do sémen, e que
a rotacdo de doses inseminantes durante o armazenamento foi relacionada adversamente
a qualidade espermaética, de modo que a recomendacao de homogeneizacao das doses em
estado liquido esta sendo desencorajada na espécie suina (SCHULZE et al., 2015).

Logo outra alternativa se faz necessario para evitar os efeitos deletérios da
sedimentacdo e da homogeneizacao do sémen refrigerado. Diversos estudos sao realizados
para avaliar o efeito da adicdo de substancias como lipideos, proteinas, antioxidantes e
acucares aos meios diluentes. No entanto, atualmente poucas pesquisas sdo realizadas
com interesse de avaliar o efeito da viscosidade ou estado fisico do meio diluente na
refrigeracdo de sémen.

Estudos anteriores foram realizados com o objetivo de avaliar o efeito do
armazenamento de sémen em estado solido. Em algumas espécies de mamiferos, a adi¢éo
de gelatina ao meio diluente aumenta a fertilidade, parametros de cinética espermatica e
viabilidade, sendo elas: coelho (NAGY et al., 2002), ovinos (YANIZ et al., 2005),
caprinos (SALVADOR et al., 2006) e suinos (CORCINI et al., 2011).

Desta forma, nota-se a importancia e a necessidade de estudos na area de
armazenamento de sémen no estado solido, para melhor compreenséo da acédo sobre 0s
espermatozoides, esclarecimento das fun¢Ges do estado fisico do meio durante a
refrigeracdo, e consequentemente melhoria na taxa de fertilidade dos espermatozoides

equinos refrigerados a5 e 15 °C.



14

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Armazenamento de sémen equino

As principais formas de armazenar sémen visam diminuir o metabolismo celular,
sendo por meio da diminuicdo da temperatura (criopreservacdo), gaseificando o meio
diluente para diminuir a respiracdo celular ou de forma fisica, com uso de meio solido
para dificultar o movimento espermaético e seu gasto energetico, sendo ainda possivel a
utilizacdo dessas tecnicas em conjunto (MILOVANQV, 1940).

Os primeiros experimentos sobre o ‘efeito inibitorio’ do dioxido de carbono sobre a
motilidade dos espermatozoides de diferentes espécies foram realizados em 1924 por
Krhyshkovsky e Pavlov (citado em MILOVANQV, 1962). Mais de trés décadas depois,
esse método foi reexaminado e um novo diluente, chamado de diluente Illini Variable
Temperature foi desenvolvido (VAN DEMARK e SHARMA, 1957). O diluente exigia
gaseificacdo com didxido de carbono antes do uso até o pH cair para 6,3. Outro diluente,
também desenvolvido para armazenamento de sémen de touro em temperatura ambiente,
o Cornell University Extender, € um meio autogasificado em que o didxido de carbono é
derivado da reacdo de &cido citrico e bicarbonato de sodio (FOOTE et al., 1958).A
maioria desses diluentes sdo saturados e gaseificados com didxido de carbono, até atingir
0 pH 6,3 por cerca de 10 minutos antes do uso, ou foram autocarbonatados como resultado
de seu teor de carbonato ou bicarbonato e acido (MAXWELL e SALAMON ,1993).

No entanto, a forma de armazenamento de sémen por diminui¢do da temperatura é
a técnica mais utilizada nas espécies domésticas, e apresenta papel importante
prolongando a vida util dos espermatozoides, pela reducdo do metabolismo celular.
Embora nem todas as alteracBes associadas a menor temperaturas sao benéficas para as
células espermaticas (AURICHI e AURICH, 2006).

A refrigeracdo do sémen necessita de um substrato para protecdo durante o periodo
de armazenamento, geralmente esse meio diluente estd no estado liquido, com a
diminuicdo do metabolismo e motilidade espermatica, a sedimentacéo celular ocorre com
facilidade e, consequentemente, o fundo do recipente apresenta um aumento das espécies
reativas de oxigénio provenientes do matabolismo e da morte de algumas células, esse
evento promove flutuagdes do pH sendo um ponto desfavoravel a técnica (NAGY et al.,
2002).
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O armazenamento em meio solido pode ser benéfico por trés motivos: 1)
imobilizacdo espermatica reduzindo a demanda por energia e consequentemente
diminuindo a producdo espécies reativas de oxigénio, 2) Distribuicdo homogénea dos
espermatozoides por todo substratato evitando a sedimentacdo e mudancas no pH e
composicdo do meio (LOPEZ et al., 2005) e 3) diminuicdo do refluxo seminal apds a
inseminacao artificial (CORCINI et al., 2011).

2.2. Refrigeracdo do sémen do equino

O transporte e armazenamento a curto prazo, 12-24 horas (h), de sémen equino, a
baixas temperaturas é amplamente utilizado no mundo (HERNANDEZ et al., 2021),
sendo o Brasil e Estados Unidos os paises que mais realizam 1A com sémen equino
refrigerado (PAPA et al., 2005).

A grande aceitabilidade da técnica esta correlacionada com as vantagens nao vistas
no processo de monta natural, como diminuicdo de traumas e doencas sexualmente
transmissiveis durante a cOpula, maior nimero de produtos nascidos, otimizacdo do
reprodutor, propagacdo de material genético com alta qualidade e baixo risco de
consanguinidade dentro do criatério (MOORE et al., 2005). Portanto, as racas equinas
que permitem a IA que utilizam o uso de sémen refrigerado contribuem para o
melhoramento genético na espécie (AURICH; AURICH, 2006).

Para refrigerar o sémen equino é necessario que o arrefecimento da amostra seja
realizado de forma gradativa, uma vez que a taxa de resfriamento rapida pode induzir
leséo por choque frio (MORAN et al., 1992). Isto pode ser realizado por um sistema de
refrigeragdo passivo ou ativo (KAYSER et al., 1992). No sistema passivo a taxa de
refrigeracdo pode sofrer variacdo de acordo com a temperatura ambiente, isolamento do
dispositivo, volume e temperatura inicial do sémen (MORAN et al., 1992; KAYSER et
al., 1992), por isso os recipientes usados para envio de sémen devem manter temperatura
interna adequada para realizacdo de curva lenta de resfriamento, mesmo com altas
temperaturas externas (AVANZI et al., 2006).

A temperatura de armazenamento recomendada, pela maioria dos autores, para o
sémen equino com diluente a base de leite desnatado varia de 4 a 6°C (VARNER et al.,
1988; MORAN et al., 1992; GRAHAM, 2011; AURICH, 2008), no entanto Province et
al. (1985) relatam uma temperatura de armazenamento de sémen de 15 a 20 ° C ser melhor

qguando armazenado por 36 horas. Batellier et al. (2001) compararam a fertilidade do
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sémen com diluente a base de fracéo purificada do leite (INRA96®) armazenando a 4 ou
15°C por 24 h e encontraram resultados idénticos para os dois grupos.

Quando foi comparado diferentes diluentes e temperaturas de armazenamento,
observou-se que a base de leite, ou componentes de leite podem ser utilizados sem
prejuizos para a motilidade e viabilidade espermaética, tanto a 15°C quanto a 5°C por 24 h
(FARRAS et al., 2008). Mas altas temperaturas de armazenamento, nio reduzem
suficientemente o metabolismo (GRAHAM, 2011), conservando as células espermaticas
por menor tempo.

Embora a metodologia de refrigeracdo de sémen esteja otimizando os danos
causados, ainda ha perca consideravel na quantidade de células sendo estimada em torno
de 40%-50% (WATSON, 2000).

A criopreservacdo, devido ao estresse térmico, danifica as células espermaticas,
afetando a motilidade antes da IA e consequentemente a longevidade dessas células
dentro do aparelho reprodutivo da égua (WIEBKE et al., 2021).

Os efeitos prejudiciais do procedimento sdo observados como peroxidacéo lipidica,
alteracdes negativas a membrana plasmatica e acrossomal, diminui¢cdo do potencial da
membrana mitocondrial, elevado consumo de ATP intracelular (GIBB e AITKEN, 2016)
e reducdo na motilidade (WIEBKE et al., 2021), embora alguns animais consigam
permanecer com 0s parametros de cinética adequados, mas a integridade do DNA é
afetada (LOVE et at., 2005).

Outro efeito prejudicial é a formacdo de sedimento, possivelmente devido ao
acumulo de metabolitos e a deplecdo da capacidade tamponante do diluente (BELSTRA,
2007), para tentar reparar esse efeito a homogeneizacdo das amostras durante o
armazenamento € utilizada, no entanto ela traz outra complicacdo que pode ser explicada
pela perda acentuada de CO2 do sémen diluido para o compartimento com ar devido a
agitacdo das doses, induzindo ao aumento do pH do meio (VYT et al., 2004). Inclusive
acredita-se que a rotacdo das doses de sémen exacerbe o estresse oxidativo (SCHULZE
etal., 2015).

No entanto, as alteracfes criogénicas presentes nesse processo variam de espécie
para espécie, devido a composicdo lipidica presente na membrana plasmatica dos
espermatozoides ser espécie especifica (GARCIA et al., 2011). Portanto, alguns animais,
devido a maior sensibilidade ao processo de refrigeracdo, pela menor concentragédo de
lipidios na membrana plasmatica, tornam-se inviavel ou impossivel a realizacdo dessa
biotecnologia (HARTWIG et al., 2014).
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Além dos efeitos correlacionados com os animais, a metodologia de escolha como
temperatura, curva de refrigeracédo, diluente de escolha, caixa de transporte e tempo de

armazenamento interferem na qualidade final (PUGLIESI, 2009).

2.3. Metabolismo espermatico

Os gametas masculinos séo responsaveis pela entrega do material genético paterno
e ativacdo do odcito pos fertilizacdo, para isso apos a ejaculacdo o Utero realiza contragdes
a fim de facilitar o caminho dos espermatozoides, no entanto esses devem possuir boa
motilidade para percorrer o aparelho reprodutivo feminino (GIBB et al., 2016).

Sendo assim, para a cinética, os espermatozoides de mamiferos utilizam ATP
intracelular (STOREY, 2008), sendo a glicose, na espécie equina, a maior fonte enérgica,
a qual é proveniente da glicolise e fosforilagdo oxidativa (VARNER e JOHNSON, 2007).

Durante a fase de espermatogénese, 0 DNA das células germinativas masculina é
compactado chegando a corresponder apenas 10% do nucleo de uma célula somatica
(MILLER etal., 2010). Portanto, no processo de remodelacao, grande parte do citoplasma
celular é removido ou reabsorvido e por consequéncia a maioria das organelas
responsaveis pelo metabolismo celular (reticulo endoplasmaético, ribossomos e complexo
de Golgi) também sdo eliminadas, comprometendo o metabolismo celular (GIBB et al.,
2016).

Sendo assim, a fonte de energia ofertada para os espermatozoides é de fundamental
importancia para a motilidade e alteragdes funcionais para permitir a capacidade
fertilizante dessas células, e devido as alteragdes morfoldgicas, durante a
espermatogénese e a escassa reserva energetica, os espermatozoides sdo dependentes do
meio em que se encontram para realizar atividades enziméaticas e como fonte enérgica
(BUCCl et al., 2011).

Dessa maneira, apos serem maturados no epididimo os espermatozoides necessitam
de um meio com condi¢des favoraveis e fontes de energia para manutencao da motilidade
(YANAGIMACH]I, 2008).
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2.4. Efeitos da refrigeracdo sobre a célula espermética

Apobs a colheita do sémen, o ejaculado equino encontra-se aproximadamente a 35°C
e durante o processo de refrigeracdo, a medida em que a temperatura decresce, ocorrem
mudancas estruturais na organizacdo dos acidos graxos presentes na membrana
plasmética dos espermatozoides fazendo com que essa passe do estado fluido para
gelatinoso (AMANN; GRAHAM, 2011).

A refrigeracdo diminui a atividade metabdlica dos espermatozoides, reduzindo
também o crescimento e a atividade microbiana (AURICH, 2008). A queda do
metabolismo € de cerda de 50% a cada 10°C de refrigeracdo. Quando o sémen € mantido
a 5°C, apenas 10% de seu metabolismo € necessario para sua sobrevivéncia. Desta forma,
a temperatura reduzida tem sido o principal meio de retardar as reagdes quimicas e
prolongar a fertilidade dos espermatozoides por longos periodos (NUNES et al., 2006).

Todavia, durante o processo de criopreservagdo ocorre 0 estresse oxidativo, que €
0 desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e a de
antioxidantes, onde, respectivamente, ha aumento da producdo de ERO’s ou uma
diminuicdo de antioxidantes (PISOCHI; POP, 2015).

As ERO’s, sdo produzidas por todas as células metabolizadoras, como 0s
espermatozoides (JOHANNISSON et al., 2014). Fisiologicamente, os efeitos negativos,
causados pelas ERO’s, sdo diminuidos pela acdo dos antioxidantes presentes tanto no
plasma seminal quanto no sistema genital feminino, e a presenca dessas substancias estao
correlacionadas positivamente com ativacdo espermética (LECLERC et al., 1998),
maturacao, capacitacao, ligacao a zona pelucida e fertilizacdo (RAJENDER et al., 2010).

A presenca dos ERO’s, em técnicas de transporte e armazenamento, esta associada
com a producdo dos subprodutos gerados pelos danos causados a membrana plasmatica,
ocorréncias de células esperméticas ndo viaveis e/ou com defeitos morfoldgicos maiores
e menores, e pela morte celular (BALL et al., 2001).

No entanto, sabemos que durante a refrigeragcdo, os danos causados por esses
subprodutos sdo minimizados pela baixa temperatura, 4C° a 10C°, uma vez que 0

metabolismo celular é diminuido (GIBB et al., 2016).
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2.5. Meio diluente na refrigeracdo de sémen

Os diluentes para refrigeracdo de sémen equino tém como principais fungdes
promover a reducdo da concentracdo plasmatica, estabilizar o pH e a osmolaridade, além
de fornecer aporte nutricional e antimicrobiano (PUGLIESI, 2009).

Diversos meios diluentes foram desenvolvidos com o objetivo de melhorar a
viabilidade do sémen refrigerado bem como aumentar a sua durabilidade mantendo as
caracteristicas desejaveis, como cinética e integridade de membrana plasmatica, durante
um periodo mais prolongado. Dentre os principais meios, podemos citar o que tem como
base a gema de ovo e o leite integral, ou desnatado, como 0s mais comumente utilizados.
A gema de ovo protege 0s espermatozoides contra o choque térmico, e geralmente é
utilizada nas concentracdes de até 20%, evidéncias indicam que a fracdo de lipoproteina
de baixa densidade é o que fornece essa protecdo a célula espermatica (SALAMON e
MAXWELL, 2000).

Esses diluentes sdo de custo baixo, faceis de preparar e resultam em taxas aceitaveis
de fertilidade (AURICH, 2008). Entretanto, a protecdo oferecida tanto pela gema de ovo
quanto pelo leite durante a refrigeracdo do ejaculado é complexa e mal compreendida
(MANJUNATH, 2012).

O leite integral, ou desnatado, também tem sido utilizado por muito tempo como
meio diluente de sémen. Para SALAMON e MAXWELL, (2000), o sucesso deste
diluente tem relagdo com a fragao proteica, que atua como um tampé&o contra variagoes
do pH. Além de aumentar a protecdo contra danos causados durante a curva de
resfriamento.

Variagdes nos niveis de proteinas presentes nos espermatozoides e no meio em que
se encontram pode influenciar na sobrevivéncia do esperma apds a criopreservagéo, além
de poder desempenhar um papel fundamental na diminuicéo da fertilidade, levando a crer
que incremento ou retirada de certas proteinas do sémen pode corrigir falhas de fertilidade
(GUASTI et al., 2020)

Geralmente esses meios diluentes mais utilizados, aprensentam um declinio quanto
a qualidade espermatica e fertilidade, quando armazenados e realizada a inseminagéo
artificial por mais de 24 h. Esse fato pode ser atribuido, em parte, pela precipitacdo dos
espermatozoides no fundo do tubo, e consequentemente diminui¢do do pH, uma vez que
ele esta em estado liquido, (MAXWELL e WATSON, 1996).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cryopreservation
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Tal problema pode alertar sobre a necessidade de homogeneizagdo das amostras
durante este periodo e sua distribuicdo no frasco de armazenamento. Outra alternativa
seria a mudanca do estado fisico do meio diluente que se encontra liquido para o estado
solido durante o armazenamento refrigerado, o qual poder ser alcancado por meio da

adicéo de gelatina.

2.6. Gelatina

A gelatina é um composto proteico solGvel obtido pela hidrolise parcial do
coldgeno, o principal constituinte de proteina fibrosa nos ossos, cartilagens e peles,
principalmente de ruminantes ou suinos (JOHNSTON-BANKS, 1990).

Esse produto vem sendo utilizado ha 3000 anos, 0s egipcios usavam como adesivo
para moveis e em pratos sofisticados e extravagantes nos banquetes de reis e aristocratas
no século XV. A primeira patente para a sua producédo foi registrada na Inglaterra em
1754 (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

Obtida a partir do coladgeno, sua composicao € de cerca de 86% de proteina, 2% de
sais minerais e 12% agua. Nao contém gorduras nem colesterol, mas contém 18
amino&cidos. O colageno possui em média 14% de hidroxiprolina, 16% de prolina e 26%
de glicina, sendo que o aminoacido hidroxiprolina é usado para determinar o contetido de
colageno ou gelatina nos produtos finais (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

O colageno constitui até 30% da proteina humana total, com proporcdes
semelhantes sendo encontradas em muitos outros animais. E difundido em vertebrados e
invertebrados, de vermes marinhos primitivos a mamiferos, diferindo um pouco na
composicdo de aminoacidos, mas fornecendo a mesma forca de funcédo e suporte para o0s
tecidos e 6rgdos dos animais (JOHNSTON-BANKS, 1990).

A molécula de colageno ha uma hélice tripla, composta por trés discretas cadeias,
que adotam uma estrutura tridimensional em que os residuos de glicina compactos
ocupam cada terceiro sitio na cadeia, deixando um espaco relativo que os residuos de
hidroxiprolina e prolina nas outras duas cadeias ocupam: uma geometria ideal para
ligagdes de hidrogénio intercadeias. Os aminodcidos também conferem um grau
consideravel de rigidez a molécula, favorecendo a estabilidade da ordem de longo
alcance. Também é provavel que as moléculas de agua intersticiais desempenhem um
papel crucial, atuando como pontes de ligacdo de hidrogénio para aumentar a estabilidade
da hélice (JOHNSTON-BANKS, 1990).



21

Os géis se formam sob refrigeracdo e sdo termorreversiveis, podendo voltar ao
estado liquido ao redor de 30 a 35°C. O ponto de fusdo esta relacionado ao valor de
Bloom, que diz respeito a dureza da gelatina (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

Quanto a biosseguranca da gelatina, a sua utilizacdo tem sido comprovada atraves
de seu longo uso clinico como expansor de plasma, biomateriais cirdrgicos e ingrediente
de medicamentos (CREMERS et al., 2013).

Em algumas espécies de mamiferos, a adicao de gelatina ao meio diluente de sémen
aumenta a fertilidade, aumenta os parametros de cinética espermatica e viabilidade, sendo
elas: coelho (NAGY et al., 2002), ovinos (YANIZ et al., 2005), caprinos (SALVADOR
et al., 2006) e suinos (CORCINI et al., 2011).

2.7. Efeitos da matriz gelatinosa na refrigeracéo de sémen

A 1A com o uso do sémen refrigerado ainda apresenta desafios, principalmente
devido aos resultados de fertilidade inferiores ao do sémen fresco, provavelmente pela
diminuicdo da viabilidade espermatica no processo de refrigeracdo. Uma alternativa é a
utilizacdo de meios diluentes capazes de diminuir os efeitos deletérios da mudanca de
temperatura e tempo armazenado, mantendo as células vidveis por um maior periodo de
tempo sem perda na qualidade seminal (AURICH, 2008).

No processo de refrigeracdo seminal a sobrevivéncia espermatica junto a sua
integridade funcional depende da distribuicdo espacial das células no meio diluente
(HOLT, 2000), sendo deletério a sua aglutinacdo ou sedimentacdo, necessitando de
homogeneizagdo durante o seu armazenamento.

Quando o diluente é mais viscoso, ou quando é suplementado com gelatina, essa
disposicdo espacial pode ser beneficiada, além de diminuir a demanda metabolica dos
espermatozoides devido a reducdo da sua motilidade no resfriamento (LOPEZ et al.,
2005).

Relatos da primeira utilizagdo de meio solido para refrigeracdo de sémen foram na
antiga Unido Soviética em 1937 com adicdo de gelatina ao diluente glicose-fosfato, para
aumentar a viscosidade do sémen e concomitantemente diminuir a motilidade dos
espermatozoides. Os quais relatam 53% de taxa de parto, ap0s inseminacdo com sémen
de carneiro diluido em meio de glicose fosfato acrecido de gelatina e armazenado a 7-
18°C por 20-25 h (MILOVANOQV et al.,1937).

Para o transporte e inseminacéo, o sémen diluido foi colocado em papel parafinado
(MILOVANOQV, 1940). E Nagornij e Smirnov (1940) tentaram inseminacdo vaginal de
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ovelhas com cépsulas de gelatina contendo sémen ndo diluido e alcangaram uma taxa de
parto de 71% (82/115).

A ideia de armazenar os espermatozoides no meio em estado gelatinoso pode
minimizar os efeitos de aglutinacdo das células no fundo do tubo, pelo fato da consisténcia
dificultar, ou até impedir, a sedimentacdo espermatica. Diminuindo o contato com 0s
metabdlitos advindos do metabolismo celular, e torna possivel a manutencao do contato
dos espermatozoides, de forma homogénea, com o meio diluente por toda extensdo do
tubo de armazenamento.

Os efeitos da reducédo da aglutinacdo, a imobilizacdo e manutencdo do contato
homogéneo das células espermaticas com o meio, foi visto no trabalho de Lépez et al.
(2005), no qual espermatozoides de coelhos foram refrigerados em meio sélido reduzindo
0 gasto de energia, proporcionando aumento da viabilidade e capacidade fecundante por
mais tempo quando comparado ao armazenamento em estado liquido.

Outro ponto importante a ser destacado é que a refrigeracdo, de sémen de coelho
em meio solido, por até trés dias, mantiveram as amostras com distribui¢do uniforme no
recipiente sem a necessidade de agitacdo, a qual é realizada quando o armazenamento é
feito em estado liquido, reduzindo os efeitos da oscilagio de temperatura e pH (LOPEZ
et al., 2005).

A mudanca no estado fisico pode ser realizada apenas com adicdo de gelatina ao
meio ja conhecido e testado. Utilizando meios diluentes a base de leite integral com
adicéo de 1,5% de gelatina na temperatura de refrigeracdo de 15 °C, o sémen de carneiro
apresentou melhores resultados de cinética espermatica quando comparado ao grupo do
mesmo diluente no estado liquido (YANIZ et al., 2005).

Outra vantagem relatada, quando se utilizou o0 meio contendo 1,5% de gelatina, foi
o menor refluxo seminal apds a inseminacdo de suinos, além da manutencdo da qualidade
espermatica até 96 h de refrigeracdo (CORCINI et al., 2011). Podendo ser uma alternativa
viavel para espécies que necessitam de um maior volume de sémen na inseminagao
artificial, uma vez que reduz a perda espermatica com o refluxo apds o procedimento.

A mudanca do estado liquido para o estado s6lido, do diluente suplementado com
gelatina, aumentou os parametros de integridade acrossomal, cinética e prolongou a
viabilidade seminal, além de demonstrar aumento nas taxas de fertilidade apoés
inseminacao artificial em sémen de coelhos (NAGY et al., 2000; LOPEZ et al., 2005).

Em estudos anteriores ainda ndo publicados, o diluente quando acrescido de

gelatina, em temperatura ambiente se mantém em estado liquido e quando refrigerado, a
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5 ou 15 °C, torna-se viscoso e o meio solidifica. Posteriormente ao periodo de
refrigeracdo, tornou-se possivel a volta ao estado liquido em temperaturas préximas a
temperatura corporal dos mamiferos domésticos (37 °C), o que nédo seria um problema a
sua utilizacdo na IA. Assim, mesmo que ele ainda esteja em estado s6lido no momento
da 1A, entrara em liquefacdo e liberagdo dos espermatozoides em até cinco minutos,

(comunicacéo pessoal).

3. HIPOTESE

A incorporacdo de matriz gelatinosa ao meio de transporte e refrigeracdo de sémen
equino possivelmente tornard melhor a qualidade espermatica ap6s a refrigeracdo sélida,
devido a consisténcia do meio dificultar o movimento e precipitacdo dos espermatozoides

para o fundo do tubo durante o periodo refrigerado.
4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Melhorar a qualidade espermaética do sémen refrigerado de garanhdes e avaliar o efeito
da adicédo de gelatina nas concentracdes de 1% e 2% de diferentes diluentes de refrigeracédo
de sémen equino, a base de leite desnatado, durante o armazenamento a 5 e 15 © C, sobre a
qualidade seminal, durante: 24h, 48h e 72 h.

4.2. Objetivos especificos

1- Determinar a concentracdo mais adequada de matriz gelatinosa para a utilizacdo na
refrigeracdo de espermatozoides equinos.

2- Determinar qual meio diluente apresenta melhores valores de cinética espermatica
quando acrescido de gelatina.

3- Verificar o efeito da refrigeragdo nas temperaturas de 5° C e 15° C e a interac¢do destas
com o tratamento matriz gelatinosa sobre a cinética e integridade da membrana
plasmatica do sémen equino.

4- Avaliar a influéncia da adicdo de matriz gelatinosa sobre cinética e integridade de

membrana plasmatica de sémen refrigerado de garanhdes.
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Resumo

Na refrigeracdo, o sémen € acrescido de meio diluente no estado liquido e
submetido a baixas temperaturas, 5 e 15°C, reduzindo o metabolismo espermaético e
aumentando a sua vida util. No entanto, hd um decréscimo da viabilidade espermaética
apos 24 horas de refrigeracdo, sendo um dos motivos a precipitacdo dos espermatozoides
para o fundo do recipiente. Uma alternativa a esse problema seria a utilizacdo de meio
diluente mais viscoso ou até sélido dificultando a sedimentacdo espermaética. Nesse
sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a cinética e integridade da membrana
plasmatica, em sémen equino refrigerado em meio diluente com adicdo de gelatina. No
experimento | utilizou-se 6 garanhdes, cada ejaculado colhido foi dividido em nove
grupos: BS[]0%, BS[]1%, BS[]2%, BSS[]0%, BSS[]1%, BSS[]2%, BSG[]0%, BSG[]1%,
BSG[]2%, onde as letras representam os meios BotuSEMEN®-BS, BotuSEMEN®
SPECIAL-BSS, BotuSEMEN® GOLD-BSG, e “’[]”’ referem-se a porcentagem da
concentracdo de gelatina (0, 1 e 2%), e refrigerados a 5 e 15°C. No experimento 1l
utilizou-se 20 garanhdes, e cada ejaculado foi dividido em dois grupos BSG[]0% ou
BSG[]2%, e refrigerado a 5°C. Os grupos foram refrigerados e avaliados nos momentos
24,48 e 72 horas. A adicao de gelatina, nas concentracGes de 1 e 2%, foi eficaz em mudar
o0 estado fisico, de liquido para sélido, sendo totalmente revertido, apds aquecimento a
37°C ate 10 minutos, e a utilizacdo de gelatina ndo prejudicou a cinética espermatica, mas
diminuiu as velocidades VAP, VSL e VCL em funcdo da transformacdo do meio

totalmente liquido em viscoso.

Palavras-chave: garanh&o, armazenamento, refrigeracao, espermatozoide
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1. Introducgéo

A industria do cavalo tem como biotecnologia de grande importancia a inseminacao
artificial com sémen refrigerado, sendo fundamental realizar pesquisas nessa area de
interesse, no entanto os estudos tem focado principalmente na adi¢éo de substancias como
antioxidantes, proteinas, acucares aos meios diluidores, sendo eles sempre em estado
liquido, mas pouco sabemos sobre as vantagens do armazenamento do sémen equino em
meio sélido.

Esse processo de refrigeracdo de sémen, além das suas vantagens, ainda apresenta
desafios, como a diminuicdo da qualidade espermaética ao longo do armazenamento,
sendo a preservacdo das caracteristicas seminais apds 24 horas de refrigeracdo um fator
limitante para a aplicacdo desta biotecnologia reprodutiva (CURRY, 2000). Uma vez que
0 armazenamento por periodos superiores a 24 horas provoca reducdo na viabilidade
seminal, afetando gradativamente sua qualidade (EVANS e MAXWELL, 1990).

O armazenamento do sémen em estado liquido, € a mais utilizada, no entanto,
apresenta um efeito que € a sedimentacdo espermaética, fazendo com que os
espermatozoides, microrganismos e outras particulas presentes na amostra precipitem
pela acdo da gravidade. Essa sedimentacdo é prejudicial a qualidade do sémen, uma
explicacdo para esse ocorrido é que devido ao acimulo de metabélitos e a diminuicdo do
pH no diluente, causam ac¢des desfavoraveis ao funcionamento espermatico (BELSTRA,
2007).

A homogeneizagdo das doses de sémen durante a refrigeracdo é uma alternativa, mas
o0s resultados sdo controversos, pois efeitos deletérios aos sémen foram causados pela
homogeneizagdo, acredita-se que a oscilagdo do pH seja um motivo para o ocorrido

(RODRIGUEZ-GIL & RIGAU, 1995; SIMMET et al., 1998; SCHULZE et al., 2015).
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Logo outra alternativa para evitar a sedimentacdo, seria através do aumento da
viscosidade ou estado fisico do sémen armazenado. Diversos estudos foram realizados
para avaliar o efeito do armazenamento de sémen em estado s6lido. Em algumas espécies
de mamiferos, a adicdo de gelatina ao meio diluente aumenta a fertilidade, pardmetros de
cinética espermatica e viabilidade, sendo elas: coelho (NAGY et al., 2002), ovinos
(YANIZ et al., 2005), caprinos (SALVADOR et al., 2006) e suinos (CORCINI et al.,
2011).

Além da melhora na qualidade espermatica do sémen suino refrigerado com 1,5% de
gelatina, que se manteve vidvel até 96 horas de refrigeracdo, o sémen no estado solido
apresentou menor refluxo apds a inseminacédo artificial, se mostrando uma alternativa
viavel em espécies que necessitam de alto volume na dose inseminante (CORCINI et al.,
2011).

Nesse sentido o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adi¢do de gelatina
no sémen, de garanhdes bons e maus refrigeradores, ap6s um armazenamento de até 72 h
de duracdo a 5 e 15 °C, sobre a integridade de membrana, peroxidacéo lipidica, potencial
mitocondrial e cinética espermatica.

2. Materiais e métodos

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de ética no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMZV) da Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, S&o Paulo, sob protocolo CEUA n° 0070/2022.

O experimento foi dividido em duas etapas: A primeira para definir a concentracédo de
gelatina, o diluente, e temperatura de refrigeracdo; A segunda etapa foi realizada com a
concentragéo, diluente e temperatura que obtiveram melhores resultados na primeira etapa.

Os fluxogramas das amostras, experimento 1 e experimento 2, estdo descritos,

respectivamente, na Figura 1 e Figura 2.
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2.1. EXPERIMENTO I: Comparacdo entre diferentes concentracfes de gelatina,

temperaturas 5 e 15 °C, diluentes, e classificacdo de garanhdes

N GRUPOS TEMPERATURA
BS[]0% BotuSEMEN® + 0% de Gelatina 5o C
BS[]1% BotuSEMEN® + 1% de Gelatina 15°C 24 48 72h
BS[]2% BotuSEMEN® + 2% de Gelatina @
6 Garanhoes BSS[]0% || BOtuSEMEN®SPECIAL + 0% de Gelatina
(3 bons e 3 ruins) BSS[]1% BotuSEMEN® SPECIAL + 1% de Gelatina <§ >°C 24 4872h
1 Cg[he'ta de BSS[]2% || BotuSEMEN® SPECIAL + 2% de Gelatina 15°C
emen

BSG []0% BotuSEMEN® GOLD + 0% de Gelatina

BSG[]2% BotuSEMEN® GOLD + 2% de Gelatina 15°C

BSG[]1% BotuSEMEN®GOLD + 1% de Gelatina <§ 5°C 24 48 72h

FIGURA 1. Organograma do processamento das amostras no experimento 1. O sémen colhido foi dividido
em nove grupos: BS[]0%, BS[]1%, BS[]2% BotuSEMEN® (Botupharma Ltda., Botucatu, SP, Brasil) com
adicdo de 0, 1 e 2% de gelatina, BSS[]0%, BSS[]1%, BSS[]2% BotuSEMEN® SPECIAL (Botupharma
Ltda., Botucatu, SP, Brasil) com adicdo de O, 1 e 2% de gelatina, e BSG[]0%, BSG[]1%, BSG[]2%
BotuSEMEN® GOLD (Botupharma Ltda., Botucatu, SP, Brasil) com adig&o de 0, 1 e 2% de gelatina. Esses
nove grupos foram duplicados e armazenados em duas temperaturas diferentes (5 e 15°C), e avaliados nos

momentos 24, 48 e 72 horas de armazenamento.

2.2 EXPERIMENTO II: Efeito da refrigeracdo, a 5 °C, de sémen equino com

adicao de 2% de gelatina ao diluente BotuSEMEN® GOLD

N GRUPOS TEMPERATURA TEMPO

20 Garanhdes
1 Colheita de —>
Sémen

BSG [] 0% BotuSEMEN® GOLD + 0% de Gelatina

- o 24 4872h
BSG []2% BotuSEMEN® GOLD + 2% de Gelatina ':> 5°C

FIGURA 2. Organograma do processamento das amostras no experimento 1. O sémen colhido foi dividido
em dois grupos: BSG[]0% e BSG[]2% BotuSEMEN® GOLD (Botupharma Ltda., Botucatu, SP, Brasil)
com adicdo de 0 e 2% de gelatina. As amostras foram armazenadas a 5°C, e avaliadas nos momentos 24,

48 e 72 horas de armazenamento.
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2.3Animais e local da pesquisa

Para este estudo foram utilizados 6 garanhdes para o experimento I, (figura 1) e 20
garanhdes para o experimento Il (figura 2), com idades entre 4 a 20 anos, bom score
corporal, sadios, 0s quais estavam em regime intensivo de criagdo, no qual era disponivel
agua e suplementacdo mineral ad libitum. Os animais estavam mantidos em propriedades
nas cidades de Botucatu-SP, Orlandia-SP e Luciandpolis-SP. Esses garanhdes,
previamente ao experimento, foram submetidos ao exame androldgico e exame
complementar, descartando a existéncia de qualquer patologia ligada ao aparelho
reprodutivo.

Os animais foram classificados em dois grupos, sendo um de alta capacidade de
refrigeragdo (80%> de motilidade total apos 24 horas de refrigera¢do) e outro de baixa
capacidade de refrigeracdo (60%< de motilidade total ap6s 24 horas de refrigeracao), essa

classificacdo foi adaptada de Hartwig et al. (2014).

2.4Colheita e analise do sémen

A fim de realizar o esgotamento do reservatorio espermético, a colheita seminal de
cada garanhdo foi realizada uma vez a cada 48 horas e por um periodo de sete dias. Todas
as colheitas foram realizadas utilizando manequim e vagina artificial modelo Botucatu

(Botupharma Ltda., Botucatu, SP, Brasil).

Logo apds a colheita, foi retirada a fracdo gelatinosa do ejaculado com a utilizacéo de
um filtro de nylon, posteriormente o volume seminal foi mensurado com a observacgéo da
graduacdo do becker em que foi colocado. O célculo da concentracéo foi feito com 10puL
de sémen em 190uL de &gua destilada (diluicdo 1:20) e os lados da camara de Neubauer,

espelhada, foram preenchidos com 10pL da diluicdo. A contagem dos lados foi realizada
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com microscopio de contraste de fase (Jenamed 2 Zeiss, CarlZeiss®, Munique,

Alemanha) com ampliacéo de 200x.
2.5Refrigeracéo e avaliacdo espermatica

As amostras foram analisadas e preparadas no Centro de Biotecnologia e Diagnostico
em Reproducdo Animal (CERAN), localizado na Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho” — Campus Botucatu/SP.

2.5.1 Refrigeracgédo

O ejaculado, in natura, foi diluido nos grupos predeterminados, para concentragdo
final de 50x10° espermatozoides/mL (sptz/mL), condicionados em caixa BotuFLEX® por
24h, para fazer a curva de refrigeracdo adequada, apds esse periodo as amostras foram
transferidas para geladeiras Minitube® nas temperaturas de 5 e 15°C, experimento I, e
5°C experimento II.

2.5.2 Cinética espermatica

Os parametros de cinética foram avaliados pelo Computer Assisted Semen Analysis,
através do sistema HTR-1VVOS-10 (Hamilton Thorne Research — Animal Version 12,0 L,
EUA), configurado no setup de equinos como descritas em estudos anteriores (GUASTI
etal., 2013)

Foram analisadas, nos tempos 10 minutos e 60 minutos pés-refrigeracéo, as seguintes
variaveis a nivel de porcentagem (%): motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade em linear progressiva (VSL), velocidade
curvilinea (VCL), movimento lateral de cabeca (ALH), retilinearidade (STR), linearidade
(LIN) e namero de espermatozoides rapidos (RAP).

2.5.3 Integridade das membranas plasmatica acrossomal, estabilidade de

membrana, potencial mitocondrial e peroxidacao lipidica.
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Para a avaliagdo espermatica por citometria de fluxo foi utilizado o equipamento BD
LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers de
excitacdo: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissdo 530/30nm (FITC, YOPRO e C11-
BODYPY) e 695/40nm (lodeto de propidio); vermelho 640-nm, 40 mW com filtro 660/20
nm (MitoStatus Red); e o violeta 405-nm, 100 mW, com o filtro 450/50 nm (Hoechst).
No minimo 10.000 células por amostra forma analisadas e os dados serdo avaliados pelo
software BD FACSDiva™ software v 6.1.

As amostras foram diluidas em TALP-PVA, segundo Parrish et al. (1988)
modificado:100 mM NaCl, 3,1 mM KCI, 25,0 mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 21,6
mM DL-lactato de so6dio 60%, 2,0 mM CaCl2, 0,4 mM MgCl2, 10,0 mM Hepes-livre de
acido, 1,0 mM piruvato de sodio, 1,0 mg/mL alcool polivinil-PVA e 25 pg/mL
gentamicina) na concentragdo de 5 x 10° espermatozoide/mL, suplementado com Hoescht
33342 (7uM; 145333, Sigma) para a eliminacgéo dos detritos.

Para a avaliacdo de integridade de membrana plasmatica e acrossémica, foi utilizada
a associacdo de iodeto de propidio (IP) e FITC-PSA (aglutinina de Pisum sativum
conjugada ao isotiocianato de fluoresceina), de acordo com Freitas-Dell’Aqua (2012).
Assim, em uma amostra de 200 pL de sémen diluido serdo adicionados 1,5 uM de IP e 2
ng de FITC-PSA. As amostras serdo incubadas durante 15 min a 37 °C, ao abrigo da luz.

Para avaliacdo da desestabilizacdo de membrana plasmatica e potencial de membrana
mitocondrial na matriz mitocondrial, foi utilizada a associacdo de YOPRO (YP; marcacao
para célula com membrana plasmatica desestabilizada) e MitoStatus Red (MST; potencial
mitocondrial) de acordo com Freitas-Dell’ Aqua et al. (2018). Assim, em uma amostra de
500 pL de sémen diluido serdo adicionados 25 nM YP e 20 uM de MST, seguido por

incubacéo a 37°C por 20 minutos.
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Para a peroxidac&o lipidica, foi utilizado protocolo de acordo com Guasti et al. (2012),
utilizando a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). Assim, em 500 pL de
sémen diluido em TALP-PVA foram adicionados 5 pM de C11-BODIPY581/591,
seguido por incubagdo por 45 minutos a 37°C. Apos a incubacdo, foram realizadas 2
lavagens consecutivas por centrifugacdo a 300g por 5 minutos, com TALP-PVA e o pellet

ressupendido em 300 ul de TALP-PVA.

2.6 Andlise estatistica

No experimento | foi realizada analise de variancia para comparacdo dos nove grupos
(trés diluentes e trés concentracdes de gelatina). Para os parametros MT, MP, VAP, VSL,
VCL e RAP (p<0,05). Quando houve diferenga estatistica significativa foi realizado o
teste de Tukey (p<0,05) para comparacdo das médias. Essas analises foram realizadas
separadamente por temperatura de refrigeracdo (5°C e 15°C), tempo de armazenamento
(24h, 48h e 72h), e momentos de aquecimento (10 e 60 minutos). O programa utilizado
foi o Sigma Stat 3.5. J& no experimento Il os dados paramétricos foram avaliados pela
analise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas, foi utilizado o software GraphPad
Prism® v9.4.1 (GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). Diferencas significativas foram

consideradas quando p<0,05.

3 Resultados
3.1 EXPERIMENTO I: Comparacao entre diferentes concentragdes de gelatina,
temperaturas 5 e 15 °C, diluentes, e classificacdo de garanhdes
Observamos que houve aumento, crescente, da cinética espermatica nos grupos com

BS, BSS e BSG, respectivamente, tanto na refrigeracao a temperatura de 5°C e 15°C. No
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entanto, esse aumento torna-se mais evidente apos 48h e 72h de armazenamento, tabela
1 e 2. Essa tendéncia foi percebida tanto no grupo com garanhdes bons quanto nos maus

refrigeradores, apesar dos ultimos apresentarem maior desvio padréo.

Como esperado, observamos um decréscimo nos valores de MT, MP e RAP nas
amostras armazenadas, com o decorrer do tempo, independente da base do diluente (BS,
BSS, ou BSG) porcentagem de adicdo de gelatina (0, 1 ou 2%), das temperaturas de
refrigeracdo (5°C ou 15°C ), e categoria do garanhdo (bons ou maus refrigeradores de

sémen).

A adicgéo de 1% ou 2% de gelatina, aos meios de refrigeracdo de sémen, foi eficaz em
mudar o estado fisico, de liquido para s6lido, do material armazenado durante a
refrigeragcéo independente das temperaturas utilizadas, 5°C ou 15°C, sendo totalmente
revertido, apos o aquecimento a 37°C até 10 minutos. No entanto, na concentracao de 1%

a liquefacdo do meio ocorreu mais rapido do que a 2%.

FIGURA 3. Fotografia demonstrando a precipitacdo espermaética (pellet) nos tubos 1,2 e 3, que apresentam
0% de gelatina, ao lado os demais grupos com auséncia do pellet (grupos com 1 ou 2% de gelatina). 1-BS[
10%, 2-BSS[ 10%, 3-BSGJ[ ]0%, 4-BS[ ]1%, 5-BSS[ ]1%, 6-BSG[ ]1%, 7-BS[ ]2%, 8-BSS[ 12%, 9- BSG|[

12%.

Os grupos com 0% de gelatina apresentaram precipitagdo dos espermatozoides no

fundo do tubo ja no tempo de 24h permanecendo até 72h. A adicdo da gelatina, nas
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concentragOes 1% e 2%, mantiveram o meio homogéneo ndo sendo observado essa

precipitacdo independente do tempo armazenado (figura 3).

N&o encontramos diferenca estatistica nos grupos com adicao de gelatina independente
da porcentagem utilizada, 1% e 2%, nos tempos avaliados 24, 48 e 72h, das temperaturas
de armazenamento ,5°C e 15°C, e entre as categorias de bons ou maus refrigeradores.
Porém, foi observado aumento na cinética dos grupos 1% e 2% na categoria de maus

refrigeradores nos tempos 48h e 72h como observado nas tabelas 3 e 4.

Houve aumento em MT, MP e RAP, quando a refrigeragéo foi feita a 5°C em relagéo
a 15°C, principalmente nos tempos de 48h e 72h. Essa melhora foi independente do estado

fisico do meio e da categoria dos garanhdes.



41

Tabela 1. Valores de média e desvio padrdo da cinética espermatica de garanhdes bons
refrigeradores na temperatura 5°C, com diferentes concentragdes de gelatina (0, 1 e 2%)
avaliados em 24, 48 e 72h de refrigeracdo, nos tempos de aquecimento a 37°C (10 e 60

minutos).
Motilidade Total (%)
24 horas 48 horas 72 horas
10 min 60 min 10 min 60 min 10 min 60 min

BS[]0% 79,7104 79,0+ 15,9 64,7 £ 29,2 55,7+ 15,0 38,7+ 33,6 40,0+ 29,8
BS[]1% 80,3+ 15,0 67,3+ 27,6 62,0 £ 32,9 55,3+19,3 49,0+ 36,9 43,7+ 34,5
BS[]2% 80,3+ 17,2 68,0 £ 22,5 63,0 £ 35,6 53,3+ 22,3 50,3 £ 39,6 37,7+37,0
BSS [ 10% 79,3164 78,0+£95 56,3 £+ 45,6 48,7+41,0 37,7+34,6 46,7 £ 16,0
BSS []1% 71,3+34,9 62,3+41,9 64,3 £29,8 66,6 + 18,9 50,7 £ 37,8 43,0 £ 30,1
BSS [ ]12% 82,7+6,6 76,7+ 145 76,3+ 144 60,7 £ 11,6 46,3 £ 36,5 40,0 £ 34,7
BSG [ ]10% 80,7 £ 3,2 83,7+35 78,7+11,0 84,7+5,1 76,3+ 16,5 81,0+£26
BSG[]1% 85,3+ 4,6 82,3+7,7 70,3 £ 29,7 77,7+4,6 63,0 £19,7 74,0 £ 14,0
BSG [ ]2% 83,3+ 15,0 81,3+1272 82,0+£121 80,7+29 68,3+ 25,4 73,7+24,8
P 0,971 0,899 0,864 0,255 0,668 0,330

Motilidade Progressiva (%)
BS [ ]10% 30,771 41,3+5,0 26,7+145 33,7+ 15,3 13,7+£11,8 21,3+18,3
BS[]1% 423194 35,3+14,3 32,7+£255 30,7+£11,0 23,7+£19,7 25,0 £ 24,2
BS[]2% 43,7+10,4 33,3+£13,0 27,3+18,7 26,3+9,1 24,7+215 19,3+21,8
BSS [ 10% 37,7+£6,0 43,7+20 26,7 £22,3 30,3 £ 25,7 12,3+13,3 29,7+£5,0
BSS[]1% 35,7+259 35,3+£255 32,7+£21,.2 40,0+ 6,6 23,7+211 26,7 £ 20,3
BSS [ ]12% 49,3+4.2 43,0+5,3 39,3+20,1 32,0+£121 24,0+ 23,0 26,3 £ 23,3
BSG [ ]10% 37,0+1,7 38,3+6,3 31,087 43,3+13,0 26,7+12,1 48,3+6,5
BSG [ ]1% 47,0+ 8,7 40,7+5,8 34,3+21,7 41,0+10,4 31,7+13,7 40,7+9,6
BSG [ ]12% 457+73 440+131 440+79 42,3+1172 36,0 £ 20,1 32,7+16,5
P 0,249 0,945 0,703 0,670 0,819 0,552

Espermatozoides Rapidos (%0)
BS[]0% 72,3+ 10,0 68,7 £ 18,3 57,7+29,2 46,0 £ 18,0 31,7+ 26,5 33,3+29,.1
BS[]1% 72,0+ 15,6 57,3+27,8 51,3 £ 36,7 43,3+19/4 39,7+34,2 17,0+ 17,3
BS[]2% 69,0 £ 22,3 54,7 £ 27,8 52,3+ 35,1 41,7+17,1 39,7+335 30,0 £32,2
BSS [ ]0% 71,0+£125 67,7+£10,2 49,7+429 42,7 £ 35,6 32,0+ 33,9 37,0+9,9
BSS[]1% 96,0+ 17,4 55,0 £ 41,7 53,3+ 31,5 58,0 £ 15,7 38,7+31,4 36,7 £ 26,0
BSS [ ]2% 72,3+11,0 65,7 £ 15,3 61,0 £ 28,0 44,3+12,0 35,7+32,0 34,3+£32,1
BSG [ ]0% 71,3+2,1 78,0+ 4,3 70,3+ 13,6 78072 67,7 £ 20,2 740+6,1
BSG[]1% 77,7+£6,8 74,3+£9,2 60,0 £ 33,9 69,7 £ 10,0 52,7+ 18,9 64,7+ 17,2
BSG [ ]12% 75,3+ 15,0 72,7+156 72,3+148 70,7+5,7 56,3 £ 30,6 62,3+315
P 0,428 0,865 0,890 0,110 0,646 0,135

BS[ J0%, BS[ ]1%, BS[ ]2%, BSS[ ]0%, BSS[ ]1%, BSS[ ]12%, BSGJ ]0%, BSG[ ]1%, BSG[ ]12%, referem-
se a BS BotuSEMEN®; BSS BotuSEMEN® SPECIAL; BSG BotuSEMEN® GOLD e as *’[ ]’ seguidas das
numeragBes simbolizam as concentragdes em porcentagem de gelatina utilizada.
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Tabela 2. Valores de média e desvio padrdo da cinética espermatica de garanhdes bons
refrigeradores na temperatura 15°C, com diferentes concentrac6es de gelatina (0, 1 e 2%)
avaliados em 24, 48 e 72h de refrigeracdo, nos tempos de aquecimento a 37°C (10 e 60

minutos).
Motilidade Total (%)
24 horas 48 horas 72 horas
10 min 60 min 10 min 60 min 10 min 60 min

BS[]0% 81,0+80 767+58%® 72,0+ 8,7 39,0 +19,1%¢ 31,0+ 19,7 14,7 +10,0%
BS[]1% 76,0+18,2 547+136° 50,0+31,1 17,0+ 142¢ 22,3+23,.2 6,0+6,2¢
BS[]12% 55,0+40,4 67,7+10,6® 67,3+169 21,3+18,1" 37,0+ 13,0 7,0+5,24
BSS [ 10% 830+56 720+154% 750+8.2 56,3 + 7,6 ¢ 43,7+31,9 40,7 + 24,8 2
BSS []1% 830+00 753+92% 63,0+ 14,8 39,7 +£23,0%¢ 44,3+9,2 26,3 + 8,5«
BSS [ ]12% 730+191 79,0+0,0% 53,3+ 44,8 46,5 + 36,1 ¢ 42,3+ 37,4 38,0 + 1,4 ¢
BSG[]0% 840+53 81,0+75% 82,0+4,0 85,3+3,5°? 80,7+ 6,7 69,3+ 18,12
BSG[]1% 87,3+4,7 857158 81,3+13.2 75,3+ 14,62 74370 60,0 +7,8%®
BSG[]2% 853+58 803+35% 83,0+4,2 70,7 +21,4%® 65,0 £ 20,0 51,3 +23,3%¢
P 0,734 0,035 0,053 0,002 0,043 0,009

Motilidade Progressiva (%)
BS[]0% 27,766 423+6/4 21,7+ 3,0 21,0+ 13,0 10,3+8,7 7,7+65°
BS[]1% 35,0+12,2 30,3+21 20,3+17,9 7,7+57 9,7+142 4,0+5,3
BS[]2% 37,3+£10,0 33,0+46 29,0+ 104 9,0+9,5 143+9,1 3,0+3,6°
BSS [ 10% 290£65 41,7+10.2 26,3+ 3,0 32,7+5,8 17,3+ 15,6 24,7 + 16,4
BSS[]1% 44,0+10,0 46,0%8,0 29,750 21,3+7,6 21,7+£10,7 12,3+25%®
BSS [ ]12% 323+40 335+21 20,0 £ 20,5 18,5+ 17,7 13,0+ 154 10,5+0,7%®
BSG[]0%  33,7+30 37,3+4.2 33,3+5,7 34,7+8,1 38,7+13/4 31,0+ 4,32
BSG[]1% 447+6,6 40,7+8,0 41,0+£115 32,0+9,6 34,7+ 10,6 32,3+9,9
BSG[]2% 39,7+71 37,0+43 38,5+0,7 26,3+ 10,1 26,7+9.8 20,7+85%®
P 0,149 0,126 0,327 0,025 0,074 0,001

Espermatozoides Rapidos (%0)
BS[]0% 71,0+11,0 683+4,5% 63,3+12,4 32,0+165" 28,7+156% 11,7+75"
BS[]1% 64,3+21,1 433+8,1° 38,7+241 11,7+74° 153+18,6% 50+6,2°¢
BS[]2% 71,0+157 56,7+146% 580+20,1 133+120° 27,0+10,1° 50+43¢
BSS [ 10% 720+36 650+150% 650+9,0 46,0 + 4,6 3¢ 35,7+296%® 357 +21,8%c
BSS[]1% 76,0+43 680+9,6% 51,3+10,6 30,7+18,8"% 33,7+11,0® 21,0+7,00¢
BSS [ ]2% 65,0+20,1 66,5+9,2% 47,0+39,0 355+27,6%C 30,7+£291%  225+0,7%¢
BSG[]0% 780+6,2 743+8/5®? 74,3+4,0 77,3+4,0° 71,7+4,0° 62,0+ 19,72
BSG[]1% 79,0+6,1 80,0+6,2? 740143 65,3+ 14,2% 65,0+6,9%® 49,7+8,1%
BSG[]2% 790+70 723+5,7° 75,7+6,1 60,7 +222% 50,3+169% 433+197%
P 0,747 0,012 0,197 0,001 0,018 0,001

*Médias seguidas por letra mindscula na coluna representaram diferencas estatisticas significativas
(P>0,05) pelo Teste de Tukey. Onde, BS[ ]10%, BS[ ]1%, BS[ ]12%, BSS[ ]0%, BSS[ ]1%, BSS[ ]2%, BSG[
10%, BSG[ ]1%, BSG[ ]2%, referem-se a BS BotuSEMEN®; BSS BotuSEMEN® SPECIAL; BSG
BotuSEMEN® GOLD e as ’[ ]°* seguidas das numeragdes simbolizam as concentragdes em porcentagem
de gelatina utilizada.



43

Tabela 3. Valores de média e desvio padrdo da cinética espermatica de garanhdes maus
refrigeradores na temperatura 5°C, com diferentes concentragdes de gelatina (0, 1 e 2%)
avaliados em 24, 48 e 72h de refrigeracdo, nos tempos de aquecimento a 37°C (10 e 60

minutos).
Motilidade Total (%)
24 horas 48 horas 72 horas
10 min 60 min 10 min 60 min 10 min 60 min

BS[]0% 36,0 £ 31,6 54,7 £ 25,3 25,7+33,1 31,0+ 20,0 10,7+ 13,6 30,0 £28,2
BS[]1% 56,0 £ 42,5 50,0 £ 21,2 28,0 £ 30,2 30,7+224 20,0+ 19,5 210+21,1
BS[]12% 50,0 £ 29,9 51,3+15,9 36,3 £ 38,1 27,0+ 231 19,7+ 16,4 12,3+6,7
BSS [ 10% 45,0 £ 36,0 56,7 £ 24,6 34,7+ 33,6 39,3+27,7 21,7+285 29,3+ 28,6
BSS []1% 50,0+£39,9 413+9/4 37,3+ 36,1 443+251 20,0 £ 23,6 21,7+17,9
BSS [ ]12% 56,0 + 38,4 52,7+15,0 43,3+ 38,8 42,3+ 24,7 39,0 £ 39,6 24,7+ 205
BSG[]0% 50,0+ 36,5 55,3+ 15,6 33,7+31,3 48,7+ 258 22,7+21,6 33,3+ 33,7
BSG[]1%  43,3+30,9 53,7+£8,0 33,0+ 34,6 39,0+ 255 28,0 £24,9 38,3+24,9
BSG[]2% 66,0+ 19,0 60,7+ 3,0 40,0 £39,5 47,3 %263 38,3+285 40,6 £215
P 0,993 0,957 1,000 0,958 0,927 0,887

Motilidade Progressiva (%)
BS[]0% 143+125 26,0 £11,3 12,3+ 18,0 16,3+ 11,7 43+6,6 14,0+ 135
BS[]1% 22,3+18,6 22070 13,3+ 13,0 143+9,8 8,7+8,5 8,7+9,0
BS[]2% 22,7+14,4 20,0+ 9,6 12,7+125 9,7+85 6,3+£5,5 6,3+5,9
BSS [ 10% 19,0+ 17,0 26,3+11,0 16,3+ 17,0 20,0 £ 15,5 93+128 150+ 15,1
BSS []1% 22,7+20,0 18,7+ 4,7 16,0+ 16,0 23,7+13,0 8,3+9,1 10,7+8,5
BSS [ ]12% 240+17,8 20,7+49 16,0+ 139 16,3+9,1 16,7+ 18,1 73+45
BSG[]0% 19,0+173 19,0+9,8 9,3+8,6 18,7+ 134 6,0+55 15,7+21,1
BSG[]1% 21,0+156 21,3+8,1 13,3+159 15,0+ 14,7 10,0+7,9 17,7+ 13,2
BSG[]2% 30,7+127 240+121 14,7+ 15,0 18,3+ 10,7 140+15,1 153+119
P 0,983 0,959 1,000 0,949 0,909 0,942

Espermatozoides Rapidos (%)
BS[]0% 30,0 £ 26,4 43,7+19,7 20,7+29,1 23,7+ 16,2 80+114 20,3+18,8
BS[]1% 43,0 £ 35,8 35,0+ 16,5 22,7+ 23,0 19,0+ 13,8 14,0+ 135 12,7+ 13,0
BS[]2% 41,7 £ 27,6 33,3+£18,0 28,0 £ 30,2 15,7+ 13,6 12,3+ 10,3 8,0+6,1
BSS [ ]0% 35,3+31,2 46,7 £ 20,2 29,0 £ 30,0 30,7+£215 19,0+ 24,8 22,3+£22,0
BSS[]1% 38,7 £ 36,7 283+7,6 29,7+31,1 33,3+£20,0 13,3+ 14,6 13,0+ 10,4
BSS [ ]2% 47,3+ 35,8 34,7+9,1 350+324 29,7+19,3 30,7 £ 32,6 120+75
BSG[]0%  37,7+327 41,3+18,8 25,7+ 26,5 3501221 18,7+ 17,6 25,7+32,4
BSG[]1%  38,0+257 40,3+ 14,2 25,3+27,1 27,0£221 19,7+ 16,4 25,3+ 20,2
BSG[]2% 55,7+164 42,3+18,.2 28,3+ 28,0 32,3+20,0 27,3+ 29,0 25,3+17,0
P 0,991 0,915 1,000 0,924 0,917 0,886

BS[]10%, BS[ ]1%, BS[ ]2%, BSS[ 10%, BSS[ ]1%, BSS[ ]2%, BSG[ ]0%, BSG[ ]1%, BSG[ 12%, referem-
se a BS BotuSEMEN®; BSS BotuSEMEN® SPECIAL; BSG BotuSEMEN® GOLD e as *’[ ]’ seguidas das
numeracBes simbolizam as concentragdes em porcentagem de gelatina utilizada.
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Tabela 4. Valores de Média e desvio padrdo da cinética espermatica de garanhdes maus
refrigeradores na temperatura 15°C, com diferentes concentrac6es de gelatina (0, 1 e 2%)
avaliados em 24, 48 e 72h de refrigeracdo, nos tempos de aquecimento a 37°C (10 e 60

minutos).
Motilidade Total (%)
24 horas 48 horas 72 horas
10 min 60 min 10 min 60 min 10 min 60 min
BS[]0% 19,7+17,0°¢ 42,0+£255  43,7+395 34,7 £ 26,7 26,7 £ 40,3 26,3+19,1
BS[]1% 26,7 + 18,4 ¢ 33,7+17,.2 53,3+ 28,0 28,7+16,5 31,3+22,0 19,0+ 15,1
BS[]12% 42,0+150% 36,7+ 10,1 50,7 £22,5 17,7+59 36,7+18,1 13,3+ 10,9
BSS [ ]0% 18,7+ 15,0°¢ 39,7+£11,0 35,3+ 34,9 39,0+ 21,7 25,3+33,1 29,0+ 248
BSS []1% 17,0+12,0%c  48,7+15,1 51,3+29,0 27,0+£9,2 40,3+ 27,2 22,0+128
BSS [ ]12% 56,3+ 14,0 56,0 £ 21,1 58,0 £17,3 48,7+8,0 41,7+19,9 18,3+ 115
BSG [ ]0% 31,7+155%°  63,7+45 48,7+24,1 52,7+18,2 26,3+ 23,6 350+115
BSG[]1% 48,0+4,4%® 67,0+78 60,0£6,0 43,3+3,.2 38,7+ 23,0 21,0+£57
BSG [ ]2% 493+11%® 47,7+7,.2 62,3+£9,1 4274195  447+232 27,0£19,1
P 0,029 0,124 0,946 0,247 0,979 0,814
Motilidade Progressiva (%)
BS [ ]0% 7,0+£8,7 16,3+ 14,7 16,3+ 19,5 16,7 £ 15,0 8,7+14,1 11,3+£11,1
BS[]1% 93+7,8 14,3+10,1 19,3+11,7 10,0+ 6,6 83172 50+4,6
BS[]2% 10,7+15 12,3+6,4 16,3+8,3 6,3+4,2 77167 3,7+4,6
BSS [ ]0% 6,3+7,6 14,0+5,3 12,7+ 16,8 18,3+ 14,6 8,7+133 16,7+ 16,5
BSS []1% 12,0+7,0 19,7+8,5 18,0+ 11,8 9,7+0,6 16,0+ 13,2 53+4,0
BSS [ ]12% 170+4,4 23,7+12.2 21,3+6,0 14,7+ 0,6 11,0+5,3 3,7+23
BSG [ ]10% 7,0+£35 23,3+42 11,7+7,1 19,7+9,0 53+6,1 10,0+ 6,6
BSG [ ]1% 173+7.2 25,0+ 4,6 19,7+7,0 15,3+ 0,6 12,0+8,2 70+2,6
BSG [ ]12% 16,7+2,1 18,7+59 18,0+ 155 12,7+29 11,7+49 70+52
P 0,176 0,565 0,987 0,546 0,946 0,526
Espermatozoides Rapidos (%)
BS[]0% 15,7+ 144 33,7+249 36,7 £ 36,0 29,3+22.2 24,7+ 38,5 21,7+17,0
BS[]1% 19,0+ 134 243+133  44,3+24,0 19,0+ 10,0 21,3+16,1 13,7+ 10,5
BS[]2% 27,0x44 24,0+6,2 35,7+ 13,6 10,7+5,0 24,0+149 17,7274
BSS [ ]0% 11,7+ 117 32,3+10,2 28,0 £ 31,7 30,7 £18,8 22,0+ 28,2 25,0+ 21,4
BSS[]1% 27,7£95 36,3+12,6 41,0+238 170+4,4 31,3+22/4 140+6,2
BSS [ ]2% 42,0115 42,6 £18,0 46,0+ 142 33,3+5,7 29,7+11,9 73+1,1
BSG [ ]10% 54,0 £ 65,8 52,3+3,2 36,7 £18,3 44,3+19,0 20,3+ 19,6 27,0+ 131
BSG [ ]1% 34,3+32 56,0 £ 5,3 47,7+7,.2 32,3+6,1 28,7+ 16,7 150+4,4
BSG [ ]12% 350+35 33,0+4,6 47,7+150 29,0+9.8 30,0 £ 15,6 18,7+120
P 0,504 0,069 0,968 0,138 0,998 0,451

*Médias seguidas por letra mindscula na coluna representaram diferencas estatisticas significativas
(P>0,05) pelo Teste de Tukey. Onde BS[ ]0%, BS[ ]1%, BS[ ]2%, BSS[ ]10%, BSS[ ]1%, BSS[ ]2%, BSG[
10%, BSG[ ]1%, BSG[ ]2%, referem-se a BS BotuSEMEN®; BSS BotuSEMEN® SPECIAL; BSG
BotuSEMEN® GOLD e as ’[ ]’* seguidas das numeragdes simbolizam as concentragdes em porcentagem
de gelatina utilizada.
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3.2 EXPERIMENTO II: Efeito da refrigeragao, a 5 °C, de sémen equino com
adicdo de 2% de gelatina ao diluente BotuSEMEN® GOLD

Tabela 5. Valores médios e erro padrdo, dos parametros de cinética espermatica avaliados
10 minutos pds-refrigeracdo nos tempos 24, 48 e 72 horas de refrigeracdo a 5°C.

T24 T48 T72

BSG []0% BSG [[2% BSG []0% BSG [[2% BSG []0% BSG [[2%
MT 761+43 735+43 705+53 603+58 552+ 6,6 465+7,0
MP 381+28 397+29 37,235 317+34 312+4.1 22,6+36
STR 767+12 796+1,1 78,8+0,9 80,8+1,2 823+1,0 80,3+1,0
LIN 44411 455+0,9 44711 456+1,2 445+13 419+19
RAP 68,5+4,3 63,0+45 61,8+51 50,2 +5,4 427+58 372461
VAP 118 £32° 99,8 +3,3° 109,8+4,0° 963 +30° 98,4 + 4,6° 80,4 + 6,0°
VSL 89,9 + 2,5° 745443 84,3 +3.2° 748 +2,6° 984 + 4,6° 80,4 +6,0°
VCL 218,7 +4,6° 183,1+5,1° 2053+65  1821+45"  1894+67°  161,6+105°
ALH 64+05 52+07 74+0.2° 6,7+0,20 64+05 52+07

® |_etras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (p< 0,05) BSG []0% (BotuSEMEN®
GOLD); BSG []2% (BotuSEMEN® GOLD + 2% gelatina). MT: motilidade espermatica total; MP:
motilidade espermatica progressiva; STR: retilinearidade; LIN: linearidade; RAP: espermatozoides com
movimento rapido; VAP: velocidade de trajeto; VSL.: velocidade linear; VCL.: velocidade curvilinea; ALH:
movimento lateral de cabega.

Tabela 6. Valores médios e erro padrdo, dos parametros de integridade de membrana
plasmética acrossomal, peroxidacdo lipidica, potencial de membrana plasmatica pela
estabilidade da membrana, potencial mitocondrial, avaliados pds-refrigeracdo nos tempos
24, 48 e 72 horas de refrigeracéo a 5°C.

MPA PER STABLE HPM

BSG[]0% BSG []2%  BSG []0% BSG [12% BSG[]0% BSG[]2% BSG[]0%  BSG [|2%

T24 66,2 £3,6 63,6 £4,1 369 + 43,19 393 + 45,69 675+37a 643+39 593+44 58,041
T48 63,2+4,5 58,2 +4,7 438,9+3547 444 +39,57 633+46a 576+46b 547+45a 501+43b
T72 50,2+43 45942 4549 +40,02 459 + 36,48 466+42a 431+41b 413+37a 380%34b

® | _etras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (p< 0,05) BSG [[0% (BotuSEMEN®
GOLD); BSG []2% (BotuSEMEN® GOLD + 2% gelatina). MPA: integridade de membrana plasmatica
acrossomal, PER: peroxidacdo lipidica, STABLE (célula YOPRO negativa): estabilidade da membrana
plasmética, HPM: células com alto potencial mitocondrial.

Os resultados obtidos no experimento 11 mostram que para a avaliacdo da integridade
da membrana plasmatica e acrossomal (MPA), ndo houve diferenca entre os tratamentos,
assim como a peroxidacao lipidica. Mas a gelatina alterou a permeabilidade de membrana

e diminuiu o potencial mitocondrial a partir das 48 horas.
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4 Discussao

No presente estudo ndo houve reducdo dos valores de cinética espermética quando
adicionamos 1 ou 2% de gelatina. E interessante observar que a MT, MP e RAP se
mantiveram semelhantes nos grupos com e sem a gelatina em todos 0os momentos
avaliados. Esse resultado foi observado também em estudos prévios em garanhdes com

boa capacidade de refrigeracdo de sémen, (SANTOS et al., 2015).

Os resultados mostram uma tendéncia numérica ao aumento dos valores de cinética em
garanhdes classificados como mau refrigeradores, parecendo que os beneficios do
armazenamento sélido sdo melhores expressados em animais, que sem o uso de gelatina,
apresentam queda drastica da MT, MP e RAP durante a refrigeracdo. No entanto,
acreditamos que devido ao alto desvio padrdo desses animais ndo encontramos diferenca

estatistica.

Nos estudos in vitro, resultados semelhantes e até um aumento dos parametros de
cinética espermatica e viabilidade foram encontrados em algumas espécies de mamiferos,
com a adicdo de gelatina ao meio diluente de sémen, sendo elas: coelho (NAGY et al.,
2002), ovinos (YANIZ et al., 2005), caprinos (SALVADOR et al., 2006) e suinos
(CORCINI et al., 2011). Corcini et al. (2011) avaliaram o efeito do armazenamento de
semen suino em meio solido, sendo que com a adi¢do de 1,5% de gelatina foi capaz de
manter qualidade espermatica por até 96h. No entanto nenhum desses estudos comparou

o efeito da gelatina no sémen de animais maus refrigeradores com os bons refrigeradores.

Os valores de MT, MP e RAP, diminuiram durante o tempo de armazenamento foi mais
evidente a partir de 48h em todos os tratamentos, semelhante aos resultados de Santos et.
al, em 2015 na espécie equina, no entanto utilizando o meio Kenney de refrigeracéo, a

adicdo de gelatina piorou a cinética, enquanto que no presente estudo observou-se que a
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adicdo de gelatina aos meios BS, BSS ou BSG néo interferiu negativamente nesses

parametros.

Observou-se que houve aumento, crescente, da cinética espermatica nos grupos com
BS, BSS e BSG, respectivamente, tanto na refrigeracao a temperatura de 5°C e 15°C. No
entanto, esse aumento torna-se mais evidente apos 48h e 72h de armazenamento. Essa
tendéncia foi observada tanto no grupo com garanhdes bons quanto nos maus

refrigeradores, apesar dos ultimos apresentarem maior desvio padréo.

Foi visto decréscimo nos valores de MT, MP e RAP nas amostras armazenadas, com 0
decorrer do tempo, independente da base do diluente (BS, BSS, ou BSG) porcentagem
de adicdo de gelatina (0, 1 e 2%), das temperaturas de refrigeracdo (5°C e 15°C ), e

categoria do garanh&o (bons ou maus refrigeradores de sémen).

Os grupos com BSG, independente da concentracdo de gelatina, mantiveram valores
numericos superiores de cinética espermatica em todos os tempos de avalia¢cdo e nas duas
categorias de animais utilizados, sendo mais visivel nos garanhdes maus refrigeradores.
Este resultado j& era esperado devido os constituintes presentes no BSG, sendo

principalmente o caseinato de sédio e colesterol como descrito por Novello et al. (2020).

Os maiores valores numéricos presentes nos grupos com BSG podem estar
correlacionados diretamente com a presenca da caseina, proteina derivada do leite, a qual
segundo Manjunath, (2012), tem a capacidade de interagir com proteinas plasmaticas
especificas proporcionando melhora na qualidade seminal. Além disso, o estudo
conduzido por Campos et al. (2020), obteve resultados positivos com o uso dessa proteina
durante a refrigeracéo por 24h de sémen equino com a manutencao das caracteristicas e

viabilidade espermatica principalmente em garanhdes maus refrigeradores.
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Foi observado que a cinética espermatica, das amostras refrigeradas a 5°C, manteve
valores condizentes com a categoria de bons e maus refrigeradores. O que vai de acordo
com Pugliesi, (2009), que relata a correlacdo da manutencdo da cinética espermética em
temperaturas reduzidas, com a utilizagéo de diluentes compostos por substancias que séo
capazes interagir com 0s espermatozoides proporcionando valores adequados de

estabilidade da membrana plasmatica e cinética.

Apesar da MT, MP e RAP n&o apresentarem diferenca entre 0 grupo com e sem
gelatina, nos tempos avaliados, as velocidades de trajeto (VAP); linear (VSL) e curvilinea
(VCL), foram menores no grupos com gelatina, acredita-se que devido ao aumento da
viscosidade pode ter dificultado o0 movimento da cauda do espermatozoide, diminuindo

as velocidades.

O aumento da viscosidade ou a mudanca para o estado solido nos grupos com 1 ou 2%
de gelatina aconteceu como o esperado, sendo semelhante aos resultados Corcini et al.
(2011), com adicdo de 1,5% de gelatina ao sémen de suino. Refor¢ando a ideia de que
adicdo nessa concentracdo pode ser suficiente para transformar o estado fisico da dose

inseminante diminuindo o refluxo apds a inseminacéo artificial.

Portanto a adicdo de 1% ou 2% de gelatina, aos meios de refrigeracdo de sémen, é
eficaz para mudar o estado fisico, de liquido para sélido, do material armazenado durante
a refrigeracdo independente das temperaturas utilizadas, 5°C ou 15°C, sendo totalmente
revertido, apos o aquecimento a 37°C até 10 minutos. No entanto, na concentracao de 1%

a liquefacdo do meio ocorreu mais rapido do que a 2%.

A funcdo mitocondrial foi menor no grupo com gelatina, essa diminuigéo atribuimos a
dois efeitos da gelatina, primeiro devido a maior dificuldade do espermatozoide se mover

no meio mais viscoso e consequente maior demanda energética, e segundo devido a maior



49

dificuldade de troca dos constituintes do meio diluente, uma vez que ele ndo esta liquido
durante a refrigeracdo. Anteriormente foi relatado (Hunter et al., 2011) relataram que a
viscosidade do meio que os espermatozoides se encontram est associada a diminuicao
da motilidade espermética, integridade da membrana e do acrossoma e atividade
mitocondrial. Contudo s&o necessarios mais estudos a fim de averiguar o impacto da

gelatina perante a fertilidade.

5 Concluséo

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que a adicdo de gelatina, nas
concentracdes de 1 ou 2%, a diferentes meios de refrigeracdo equino nao prejudicou a
MT, MP e RAP, mas diminuiu as velocidades VAP, VSL e VCL. A gelatina na
concentracdo de 2% ndo prejudicou a integridade de membrana acrossomal nem
aumentou a peroxidacgdo lipidica. E necesséario mais estudo na area com avaliagdo de

novos parametros espermaticos e fertilidade.
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