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RESUMO

SALGADO, L.C. Utilizacao do caseinato de sodio na congelacdo de sémen
ovino. Botucatu-SP. 2020, 84 p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia
Animal) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Campus
Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

A congelacdo de sémen é uma ferramenta de grande importancia na
reproducao de animais domésticos, auxiliando na difusdo do do material
genético, preservando-o por tempo indeterminado, além do maior
aproveitamento do uso de reprodutores com genética superior comprovada.
Para que a congelagao de sémen seja eficiente e alcance resultados
satisfatorios com a inseminacéao, utiliza-se no processo o emprego de
diluentes, que tem como fungao proteger a célula contra o choque térmico e
manter o espermatozoide viavel até o momento da inseminacéo. O uso de
fragcOes de leite como meio diluidor tem se tornado muito conhecida e de
grande importancia no processo, usando, por exemplo, as micelas de caseina
que conferem funcéo de protecdo da membrana plasmética e manutencédo da
viabilidade espermatica. Levando em conta essas informacdes, este trabalho
teve como objetivo avaliar a acdo do caseinato de sodio nas caracteristicas
seminais pos descongelacdo do sémen utilizando diluentes a base de gema de
ovo (BB) e o mesmo diluente acrescido de caseinato de sodio 2% (BC).No
experimento |, foram colhidos 3 ejaculados de 8 animais (n=24) por
eletroejaculacao, este sémen foi divido em duas aliquotas, uma era diluida em
meio comercial a base de gema de ovo e a outra aliquota diluida no mesmo
meio mas acrescido de 2% de caseinato de sddio, em seguida foram
envasadas em palhetas francesas com volume de 0,25 ml e refrigerado 4 horas
a4 5 °C em seguida congelado em nitrogénio liquido. Ap6s a congelacao as
amostras foram avaliadas por analise computadorizada do movimento
espermatico (CASA), integridade de membranas plasmatica e acrossomal e
geracado de anion superoxido e potencial mitocondrial por citometria de fluxo.
Entdo submetidas a estresse termico por 90min e novamente avaliadas Para o
experimento |l foi realizado teste de fertilidade “in vivo” utilizando a técnica de
inseminacao artificial por laparoscopia em 100 fémeas da raca Dorper e Sufolk,
usando o sémen congelado com os respectivos meios diluentes, de dois
animais dentre os oito colhidos no experimento I, um com boa qualidade
seminal pos-congelacdo e o outro com baixa qualidade seminal. Foi realizada
estatistica descritiva dos resultados e apresentado em média e erro padrdo da
média, para as avalia¢cdes da qualidade seminal utilizou-se o teste t seguido de
Tukey quando apresentaram distribuicdo normal pelo Kolmogorov-Smirnoff, e
guando n&o utilizou-se o teste de Friedman seguido de Dunn. Para a
Fertilidade utilizou-se modelo de regressao logistica multivariada. Os resultados
de cinética espermatica apresentaram diferenca estatistica para os parametros
de velocidade média de trajeto e velocidade curvilinear no grupo congelado
com BotuBov e velocidade em linha reta e linearidade, o grupo acrescido de
caseinato. Apos o estresse térmico (T90) o BB manteve-se superior para 0s
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valores de VAP e VCL (P<0.05) e foi maior numericamente no VSL (P=0.06),
engquanto o BC se manteve-se superior apenas no LIN (P<0.05).Nas avaliacGes
por citometria de fluxo, foi observado logo apds a descongelacao que o BC foi
superior nas células com membrana plasmatica estabilizadas (P<0.05),
apresentou maiores valores na porcentagem de células com alto potencial
mitocondrial (P=0.08) e células com membrana plasmatica e acrossomal
integras (P=0.09), enquanto que na porcentagem de células com alta geragéo
de anion superoxido, apresentou menores valores do que BB (P=0.07). Apos o
estresse térmico, o BC foi numericamente maior na porcentagem de células
com alto potencial e mitocondrial e células com membrana plasmatica e
acrossomal integras (P=0.06). No teste de fertilidade ndo houve diferenca
estatistica.Concluiu-se que apesar de apresentarem apenas algumas
diferencas estatisticas, os parametros de cinética espermatica mostraram-se
favoraveis ao grupo contendo caseinato de s6dio em sua composicao, assim
como no teste de fertilidade, demonstrando que o uso do caseinato de sddio no
meio diluente pode ser uma alternativa favoravel para a criopreservacéo do
sémen na espécie ovina.

Palavra-chave: diluente, gema de ovo, caseinato, congelacéo.
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ABSTRACT

SALGADO, L.C. Utilizacdo do caseinato de sodio na congelacdo de sémen
ovino. Botucatu-SP. 2020, 84 p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia
Animal) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ), Campus
Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

The reproduction of domestic animals, helping in the diffusion of the genetic
material, preserving it indefinitely, in addition to the greater use of reproducers
with proven superior genetics. In order for semen freezing to be efficient and
achieve satisfactory results with insemination, the use of diluents is used in the
process, which has the function of protecting the cell against thermal shock and
keeping the sperm viable until the time of insemination. The use of milk fractions
as a diluting medium has become very well known and of great importance in the
process, using, for example, the casein micelles that provide a protective function
of the plasma membrane and maintenance of sperm viability. Taking this
information into account, this study aimed to evaluate the action of sodium
caseinate on semen characteristics after semen thawed using egg yolk (BB)
diluents and the same diluent plus 2% sodium caseinate (BC) In experiment |, 3
ejaculates were collected from 8 animals (n = 24) by electroejaculation, this
semen was divided into two aliquots, one was diluted in commercial medium
based on egg yolk and the other diluted in the same medium but added of 2%
sodium caseinate, then they were packaged in French straws with a volume of
0.25 ml and refrigerated 4 hours at 5 ° C then frozen in liquid nitrogen. After
freezing, the samples were evaluated by computerized analysis of sperm
movement (CASA), integrity of plasma and acrosomal membranes and
generation of superoxide anion and mitochondrial potential by flow cytometry.
Then subjected to heat stress for 90 minutes and again evaluated. For
experiment Il, an in vivo fertility test was performed using the artificial
insemination technique by laparoscopy on 100 Dorper and Sufolk females, using
frozen semen with the respective diluents, of two animals among the eight
harvested in experiment I, one with good seminal quality after freezing and the
other with low seminal quality. Descriptive statistics of the results were performed
and presented as mean and standard error of the mean. For the evaluations of
seminal quality, the t test was used followed by Tukey when they presented
normal distribution by the Kolmogorov-Smirnoff, and when the Friedman test was
not used. followed by Dunn. For fertility, a multivariate logistic regression model
was used. The results of sperm kinetics showed statistical difference for the
parameters of mean path speed and curvilinear speed in the group frozen with
BotuBov and speed in a straight line and linearity, the group plus caseinate. After
thermal stress (T90), BB remained higher for VAP and VCL values (P <0.05) and
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was higher numerically in VSL (P = 0.06), while BC remained higher only in LIN
(P <0.05). In evaluations by flow cytometry, it was observed right after thawing
that BC was superior in cells with stabilized plasma membrane (P <0.05),
presented higher values in the percentage of cells with high mitochondrial
potential (P = 0.08) and cells with integral plasma and acrosomal membrane (P
= 0.09), while in the percentage of cells with high generation of superoxide anion,
it presented lower values than BB (P = 0.07). After thermal stress, BC was
numerically higher in the percentage of cells with high potential and mitochondrial
and cells with integral plasma and acrosomal membrane (P = 0.06). In the fertility
test, there was no statistical difference. It was concluded that despite having only
a few statistical differences, the parameters of sperm kinetics were favorable to
the group containing sodium caseinate in their composition, as well as in the
fertility test, demonstrating that the use of sodium caseinate in diluent medium
may be a favorable alternative for cryopreservation of semen in sheep.

Keyword: diluent, egg yolk, caseinate, freezing



1 INTRODU(;AO E JUSTIFICATIVA

A ovinocultura brasileira € composta por um rebanho de
aproximadamente de 17,9 milhdes de cabecas distribuidas por todo o territorio
brasileiro, porém, mais concentradas principalmente nas regides sul e nordeste
(IBGE, 2017). Séo criados predominantemente em sistema semi-intensivo
(SOUZA et al., 2008), sendo a producéao de carne e seus subprodutos o principal
setor da atividade (STAUDT; SILVA, 2008).

Considerando seu potencial econémico, é admissivel pensar em alternativas
que elevem a produtividade de ovinos (NEVES, 1990), justificando assim a
utilizacdo de biotecnologias reprodutivas, como a inseminacao artificial, uma
alternativa que tem como intuito a melhoria da producéo em um intervalo curto
de tempo, levando em consideracdo o melhoramento genético do rebanho e a
capacidade reprodutiva de animais com genética de alta linhagem (BARUSELLI
et al., 2004; ARRUDA et al., 2011).

Para o emprego da inseminacao artificial, se faz necessario a congelacéo
do sémen, tornando-se fundamental o conhecimento de particularidades da
espécie em questdo para 0 sSucesso nesse processo. Peculiaridades
reprodutivas sdo observadas em ovinos, como a composicdo da membrana
celular do espermatozoide, ocasionando dificuldades no processo de
congelacdo fazendo com que os resultados desta técnica ndo sejam
completamente satisfatorios (QUINN; WHITE, 1969 QUINN et al., 1980), visto
gue a congelacao leva a uma capacitacéo precoce do espermatozoide (LOPEZ-
BREA, 1995; HOLT, 2000).

O processo de congelacao leva a alteracdes morfolégicas e funcionais
dos espermatozoides, como reducédo da fungdo mitocondrial, diminuicdo dos
parametros de cinética espermatica e mudancgas na integridade das membranas
além de reduzir a fertilidade (GILLAN et al., 2004; CELEGHINI, 2005). O uso de
um meio de conservacao utilizado no processo de congelacdo fornece um
ambiente que mantem a funcdo e a integridade das membranas, 0 mesmo é
obtido por combinacdes variadas de componentes (CELEGHINI, 2005).

Para que a congelagéo de sémen seja eficiente vem se investido no uso
de diluentes que possuem em sua composi¢cado substancias que protegem a

célula contra o choque térmico ocasionado pelo processo de congelacao,
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fornecendo substratos necessarios ao metabolismo espermatico, estabilizando
o pH, inibindo o crescimento bacteriano e mantendo o espermatozoide viavel até
o0 momento da inseminac¢do (BORTOLOZZO et al., 2005).

Na espécie ovina diferentes componentes séo utilizadas em seus diluentes
sendo 0 mais comum a gema de ovo, usada na congelacdo de sémen da espécie
bovina (DAVIS et al., 1963), que tem como fungéo proteger os espermatozoides
contra 0 choque térmico a partir de lipoproteinas de baixa densidade que se
fixam fortemente ao espermatozoide, sendo a principal proteina a lipoproteina 3
(FOULKES, 1977; AMANN & GRAHAM, 1993).

Uma alternativa a gema do ovo sédo diluentes a base de caseinas, que sao
fosfoproteinas encontradas no leite bovino, exercendo como funcdo a
estabilizacdo da membrana plasmatica dos espermatozoides por diminuirem a
perda de lipidios integrais (MANJUNATH, 2012; PLANTE et al., 2015) mantendo
a viabilidade e motilidade durante a congelacdo, fazendo com que ocorra
diminuicdo da perda de lipidios e diminuindo também a ligacdo de proteinas
aglutinantes que sao prejudicais aos espermatozoides (BERGERON et al.,
2007).

Diante disso ainda h& grande necessidade de melhorias nas técnicas de
congelacdo de sémen, sendo o objetivo deste estudo avaliar o diluente a base
de gema de ovo com ou sem adi¢do de caseinato de sodio na congelacado de
sémen ovino, com a finalidade de melhorar a qualidade do sémen congelado
aumentando assim as taxas de fertilidade a campo gerando acréscimos a

producéo e reproducdo da espécie.

2. REVISAO BIBILIOGRAFICA

2.1 Célula espermaética
A morfologia espermatica é de extrema importancia como indicador de

fertilidade, funcionando como um parametro de danos esperméticos gerados por
agentes fisicos ou quimicos, importante tanto em homens quanto nos animais.
Em razdo disso, rotineiramente o estudo e classificacdo da morfologia do
espermatozoide tem se tornado essencial na analise de sémen (VERSTEGEN
et al., 2002; GARCIA-HERREROS et al., 2006).

A espermatogénese € um processo complexo e ordenado que ocorre no

interior dos tubulos seminiferos, é a fungéo exocrina do testiculo, onde as células
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espermatogonais se transformam em espermatozoides apds passarem por
diversas modificacbes (HESS e FRANCA, 2008; HERMO et al. 2010). O
processo espermatogénico se caracteriza por uma série de eventos moleculares,
bioguimicos e celulares que ocorrem dentro dos tubulos seminiferos (LUO et al.,
2011).

A duracéo do ciclo do epitélio seminifero € particular para cada espécie, e
corresponde ao tempo em que uma espermatogoénia inicia seu ciclo até a efetiva
formacgéo do espermatozoide (SENGER, 2003). J& que na espécie ovina este
ciclo tem uma duracédo aproximada de 10,57 dias e o tempo abrangido entre a
mitose de uma espermatogonia até a liberacdo do espermatozoide no limen do
tubulo seminifero corresponde a 42,28 dias (CARDOSO e QUEIROZ, 1988).

O sémen ¢€é composto por um liquido contendo presenca de
espermatozoide e secrecdes (plasma seminal) das glandulas acessorias
(vesiculares, bulbo uretrais e préstata), do ducto deferente, do testiculo e do
epididimo. Sendo que o plasma seminal € de grande importancia na monta
natural, j& que ele serve com protetor e carreador dos espermatozoides (HAFEZ
E HAFEZ, 2004), além disso € composto por diversas proteinas, acucares,
enzimas, horménios entre outros compostos (VIEIRA-NETO, 2017).

No momento que a célula germinativa se transforma em espermatozdides,
essa célula se alonga e sédo formadas a cabeca e cauda (flagelo), onde a cauda
subdividida em 3 partes: peca intermediaria, principal e terminal (HAFEZ E
HAFEZ, 2004). Simplificadamente os espermatozoides sdo células haploides,
alongadas e é constituido principalmente por cabeca e cauda, que sédo unidas
por uma regido chamada de colo (FLESCH E GADELLA, 2000).

A cabeca apresenta formato arredondado e achatado, onde sua porcéo
superior encontra-se 0 acrossoma, sendo constituida basicamente por uma
pequena porcdo de citoplasma e o nucleo (FLESCH E GADELLA, 2000). O
tamanho e formato da cabeca dos espermatozoides pode ser diferente de acordo
com a espécie, além disso quando analisadas populagbes de espermatozoides
em avaliac6es morfolégicas de rotina pode néo se notar que essa populacéo do
mesmo ejaculado apresente caracteristicas morfologicas heterogéneas (RUBIO-
GUILLEN et al., 2007; RAMON et al., 2014). O nucleo do espermatozoide que

se encontra na cabecga possui uma cromatina altamente condensada devido a
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um evento conhecido como protaminacdo, onde protaminas substituem as
histonas do DNA, levando a uma condensacdo acentuada da cromatina e é
envolto pelo envelope nuclear (FLESCH E GADELLA, 2000; BALHORN, 2007).

A parte da cauda do espermatozoide é composta por colo que conecta a

cabeca com a cauda, a cauda € composta por peca intermediéria, principal e

terminal (KNOBIL E NEILL, 2006). Essa cauda é formada por uma estrutura
chamada axonema que € composta por dois microtubulos centrais e envoltos por
nove pares de microtubulos radialmente disposto e ao redor deles (MORTIMER,
2000), mas a medida que chegam ao final dessa cauda os tubulos duplos vao
se dissociando e sumindo, do qual o ultimo a sumir € o tabulo central (BARTH E
OKO, 1989).

Existe um conjunto de mitocondrias localizadas na peca intermediaria
circundando o axonema e dispostas em espiral, que tem funcao de gerar energia
para o batimento da cauda através de producdo de ATP. Cada regido da
membrana plasmatica apresenta fun¢des e dominios especificos, como a que
cobre a cabeca, que tem funcéo de realizar interacdo com o odécito, a que cobre
a peca intermediaria e onde se localiza também as mitocéndrias, tem ligacéo
com o influxo de célcio (SINGH E RAJENDER, 2015; VICENTE-CARRILLO et
al., 2016) e a producao de ATP gerando energia, sendo um dos precursores do
inicio da motilidade (FLESCH E GADELLA, 2000).

2.2. Membrana Plasmatica
As membranas espermaticas sao estruturas especializadas que exercem

funcdes de grande importancia para a fecundacdo, composta por lipideos que
desempenham papel biolégico, como moléculas alimentares, promovem
integridade estrutural da membrana e deposito de energia altamente
concentrado (ARRUDA et al., 2011). Para que mantenha a viabilidade do sémen
€ necessario que se mantenha a integridade de membrana espermatica,
mantendo assim suas caracteristicas como a sua homeostase preservando suas
caracteristicas de motilidade, requisitos indispensaveis para manutencao da
capacidade de fecundacao espermatica.

O espermatozoide é coberto por membrana plasmatica que é composta
por fosfolipidios, a qual tem diferenca de acordo com a regido. Essa membrana

estabelece canais através de suas extremidades hidrofébicas externas e
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hidrofilicas internas, deixando que haja passagem de ions e pequenas
moléculas, havendo uma desestabilizacdo e causando danos irreversiveis a
essa membrana reduzindo a viabilidade celular (COSTA, 2015).

A estrutura da membrana plasmatica sofre mudancas constantes de seus
componentes e sua disposicdo por apresentarem movimentacao livre. Este
processo de movimentacdo esta diretamente relacionada com a fluidez da
membrana, quando estd em temperatura ambiente passa por uma fase chamada
de liquido-cristalino. Além disso essa fluidez pode sofrer influéncia pela
proporcao de colesterol: lipideo e os lipideos presentes (AMANN e GRAHAM,
2010). Sendo assim quanto maior a quantidade de colesterol presente nessa
membrana menos permeavel, fluida e flexivel ela se torna (AMANN e GRAHAM,
2010; ALBERTS, 1994; GIRAUD, 2000). A membrana plasmatica apresenta
maior resisténcia a célula espermatica criopreservada devido a sua fluidez.
(GIRAUD et al., 2000).

A maior quantidade entre os fosfolipidios encontrados nessa membrana
séo as fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilcolina e esfingomielina. As
duas primeiras se encontram no folheto interno, enquanto as duas ultimas estao
inseridas no folheto externo da bicamada. A fosfatidilserina se desloca dos
folhetos internos para os externos quando ocorrem danos graves a membrana,
como resfriamento e congelacdo (GRAHAM, 2010; SILVA; GUERRA, 2011).
Outro constituinte da membrana plasmatica é o &cido docosahexandico, principal
acido graxo presente na maioria dos mamiferos. Outro acido é o
docosapentandico, sendo o principal constituinte da membrana em espécies
como o0s equinos, ovinos e aves (GARCIA et al, 2011). O esteroide
predominador é o colesterol que tem funcéo de estabilizacdo da membrana,
preenchendo os espagos entre as cadeias de acidos graxos e de fosfolipidios.
Além disso, tem maior concentracdo na face extracelular devido a sua
distribuicdo ndo ser uniforme na membrana (CROSS, 1998).

Englobando todos componentes intracelulares e revestindo toda a célula
espermética, a membrana plasmatica contém organelas que tém como funcgéo
manter um gradiente quimico de ions e de outros elementos sollveis, por sua
permeabilidade entre os meios intracelulares e extracelulares (BRANDAO,

2008). A membrana também atua como uma barreira seletiva para componentes
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presentes no meio intra e extracelular. Cada regido da membrana possui sitios
de ligacdo com afinidades altamente especificas a determinadas moléculas
(GWATHEMEY et al., 2006).

Relatos realizados por Poulos et al. (1973), demonstraram que existe
maior presenca de lipidios de cadeia insaturada na membrana plasmatica em
espécies com menor resisténcia a congelacdo. Wales & White (1959) relataram
a existéncia de uma relacao direta entre a resisténcia ao choque frio com o teor
de colesterol presente nas células, o que significa, que quanto menor o teor de
colesterol nas células, menor € a resisténcia ao choque frio.

Assim, é necessario a busca de elementos que consigam aumentar a
protecdo das células espermaticas, sendo que o conhecimento de meios
diluentes a base de gema de ovo em sua composicado de fosfolipidios, podem
proteger a célula espermatica, minimizando as injurias causadas pelo processo
de congelacdo. (MEDEIROS et al., 2002).

2.3 Congelacéao
Um dos ramos da biologia é a criobiologia, responsavel por estudar os

efeitos de baixas temperaturas sobre tecidos, células e organismo vivos. Com
0s resultados obtidos pelo estudo da criobiologia foi criada a congelacdo, uma
técnica desenvolvida para preservacao de células, tecidos e embrides abaixo do
ponto de congelacdo da agua, tendo como proposito manter a viabilidade das
células por tempo indeterminado preservando sua composi¢éo (PEGG, 2002).

Entre muitas vantagens da técnica esta a capacidade de transporte e
armazenamento por extensos periodos de tempo, possibilitando a conservacéo
de sémen de um reprodutor para uma futura inseminacéo e uso de combinacgdes
genéticas de animais situados em propriedades de longas distancias, além de
oferecer um controle de propagacdo de doencas e contaminantes
(FERNANDES, 2012).

O processo de congelacdo mantém a vida util de um espermatozoide por
um periodo de tempo indeterminado sendo mantido a uma temperatura de -
196°C em nitrogénio liquido, contudo uma enorme gama desses
espermatozoides ndo consegue sobreviver ao processo de congelacdo e
descongelacdo (NOAKES et al., 2001).
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Assim como os eventos fisioldégicos que ocorrem nas células de reacéo
acrossomal e de capacitacdo espermatica, o processo de congelacdo é
conhecido por gerar danos as organelas, preferencialmente alteracbes nas
membranas. (BAILEY et al., 2000). No processo de congelacdo, os
espermatozoides estdo sujeitos a diferentes fatores estressantes como:
formacdo e dissolucdo de cristais de gelo, desidratacdo, aumento da
concentracdo dos solutos, transicdo de fase dos fosfolipidios da membrana,
estresse osmotico e toxico pela adicdo e remocdo de crioprotetores
(BORTOLOZZO et al., 2008).

Diferentes processos fisiolégicos séo vistos durante a capacitacdo dos
mecanismos envolvidos na troca dos lipideos do meio interno pro meio externo
da membrana, como efluxo de colesterol e fosforilacéo da tirosina, que séo vistas
nos espermatozoides criopreservados (SILVA e GADELLA, 2006). Semelhante
a capacitacao espermatica, a congelacédo causa fluidez e exposi¢do dos sitios
de ligacdo & moléculas externas da membrana, exigindo rapidez na capacitacao
da célula (THOMAS et al., 2006).

A curva de congelacdo com mudanca de temperatura de 5°C positivos indo
até 50 °C negativos determina se as células espermaticas passardo por uma
ultracongelagéo, podendo haver crescimento do gelo intracelular ou se
permanecerao em equilibrio com o seu meio extracelular (WATSON, 2000). Para
evitar uma desidratacdo dos espermatozoides, utiliza-se muito a congelagéo
rapida, que por sua vez, causa menos danos a célula (AZEVEDO et al.,2000). A
técnica de resfriamento rapido do sémen entre temperaturas de 30°C a 0°C pode
levar a um estresse letal para algumas células, sendo este estresse ocasionado
devido ao intervalo de temperatura, ao limite de temperatura e a taxa de
resfriamento. Afetando variavelmente as espécies esse processo é conhecido e
chamado como choque térmico (WATSON, 2000). Deve sempre levar em
consideracao que para encontrar a curva ideal para congelacéo, ela seja rapida
evitando que a célula espermatica se exponha muito tempo & altas
concentracdes de solutos mas também deve ser lenta o suficiente para deixar
gue os espermatozoides se desidratem (SNOECK, 2003).

O processo de congelacdo do sémen associado a técnica de inseminacéo

artificial (IA), trazem beneficios aos programas de sele¢cdo e melhoramento
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genético, atuando como ferramenta para acelerar o resultado genético dos
rebanhos. Mesmo com esses avancos ja obtidos no campo da biotecnologia, as
taxas de sobrevivéncia dos espermatozoides que passaram por congelacao
ainda sao baixas, devido a crioinjurias estruturais, funcionais e bioquimicas nos
diversos componentes presentes na composicéo da célula (WATSON, 2000). O
processo de criopreservacdo interfere na qualidade e viabilidade dos
espermatozoides. As etapas do processo de congelacao, as quais fazem parte
a diluicdo, refrigeracdo congelacdo e descongelagao, reduzem a capacidade
fecundante dos espermatozoides utilizados para a inseminacdo artificial
(LECEWICZ et al. 2018).
Na espécie ovina o sémen apresenta maior sensibilidade ao choque
térmico, calcula-se que 40-50% dos espermatozdides ndo sobrevivam ao
processo de congelacdo/descongelacdo, mas aqueles que sobrevivem mantém
a sua capacidade fertilizadora (MAXWELL E WATSON, 1996; WATSON, 2000).
Como relatado por Jones e Mann (1977), o espermatozoide de ovinos
sofre alteracdes estruturais devido sua alta susceptibilidade a peroxidacao dos
fosfolipidios presentes na membrana plasmatica, sendo essas mudancas
observadas principalmente na regido acrossomal, levando a modificacbes no
metabolismo e conteddo celular, e irreversiveis alteracbes da motilidade
esperméatica. A severidade das lesdes ocasionadas pelo choque térmico no
processo de refrigeracdo depende da quantidade de colesterol presente na
membrana da célula espermatica. O espermatozoide ovino € mais susceptivel
ao choque térmico por possuirem taxa mais alta de acidos graxos, mas esse
choque pode ser prevenido controlando o tempo e taxa de resfriamento deste
sémen (MADEIRA et al, 2013).

Nos protocolos de congelagdo mais conhecidos e utlizados, os
espermatozoides sao diluidos em um meio contendo crioprotetor e em seguida
sdo envasados em palhetas e depois submetidos a uma curva de congelacéo
com vapor de nitrogénio liquido (SALAMON & MAXWEL, 2000). De maneira
geral, 0 sémen passa por um processo de congelacdo lento e € armazenado em
palhetas, usando varios diluentes que ja sdo utilizados para refrigeracdo e

diluicdo com associacao de substancia crioprotetoras.



2.4 Meios Diluidores e Crioprotetores
A interacdo entre meios diluidores e o0s espermatozoides é fator

indispensavel para a manutencdo da capacidade fecundante da célula
(MANJUNATH et al., 2002).

Basicamente meio diluidores utilizados para congelacdo sdo compostos
por acucares como exemplo: frutose e glicose que atuam como fonte energética
para 0s espermatozoides e ajudam a manter a pressdo osmoética. Ja& os
crioprotetores podem ser penetrantes ou ndo penetrantes, os ndo penetrantes
exemplo o glicerol, que age protegendo a célula, diminuindo o ponto de
congelacédo da agua, ou as substancias tampéao e sais (Tris e citrato de sédio),
que mantém o potencial Hidrogeniénico do meio - pH, e também os antibioticos
(penicilina e estreptomicina) que atuam inibindo o crescimento microbiano, e os
nao penetrantes como leite ou gema de ovo agem fazendo protecéo extracelular
(GIBBONS, 2002; PURDY, 2006). Substancias antioxidantes também podem ser
adicionadas aos diluidores para reduzir os danos gerados através do estresse
oxidativo na congelacdo do sémen (GUERRA et al., 2004).

A constituicdo dos meios diluidores é feita de substancias que permitema
conservagao da membrana plasmatica, diante da estabilizacdo do pH do meio,
protecdo contra choque térmico e neutralizacdo de agentes téxicos produzidos
pelos proprios espermatozoides. Devem também manter o equilibro eletrolitico
e osmatico, inibir o crescimento bacteriano e fornecer energia (FURT, 2006).
Entdo de maneira geral os meios diluidores devem conter carboidratos, para
energia, tampdes para manter o pH e pressdo osmética, em especial na espécie
ovina, recomenda-se pH= 6,8 e osmolaridade 300 mOsm e antibidticos que
inibam o crescimento bacteriano. Conforme os espermatozoides sao resfriados
até 5°C é importante a presenca de crioprotetores ndo penetrantes que facama
protecdo contra esse choque frio além de oferecer nutricdo e/ou crioprotetores
penetrantes que protejam a células dos danos deletérios da congelacéo (HAFEZ
e HAFEZ, 2004; PURDY, 2006; OLIVEIRA et al., 2011).

Na nomenclatura crioprotetor significa qualquer substancia que ofereca
temporariamente, protecdo aos danos ocasionados pela reducdao de
temperatura, energia e manutencédo de ambiente adequado a sobrevivéncia da
célula armazenada (PURDY, 2006). Os crioprotetores sdo fundamentais para

sobrevivéncia dos espermatozoides na congelacéo, tendo como funcao
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minimizar e controlar os efeitos adversos na célula no decorrer do processo de
congelacéo e descongelacdo (ROSSI et al., 2003).

No desenvolvimento de estudos utilizando substancias com o propaosito de

diminuir a injurias causadas nas células durante o processo de congelacéo,
sendo que os crioprotetores tem se mostrado bastante eficientes para realizar
tal funcdo. Também utilizados no processo de congelacdo do sémen de
diferentes espécies, reduzem o estresse osmotico por intermédio da reposicéo
de &gua necesséria para manutencao do volume celular, impede a formacao de
cristais de gelo grandes intracelularmente, interage com ions e macromoléculas,
reduz o ponto de congelacéo da agua, servindo desta maneira como um tampao
para ajustes de possiveis alteracdes do potencial de hidrogénio - pH
(MEDEIROS et al., 2002)
Os compostos dos crioprotetores utilizados no processo de congelacdo do
sémen sao divididos em duas classes: ndo penetrantes e penetrantes. A primeira
classe de crioprotetores ndo penetrantes € representada por macromoléculas
com peso molecular alto, como exemplo os acucares complexos (rafinose,
trealose), agua de coco, lipoproteinas da gema de ovo (NUNES, 2002), proteinas
do leite e alguns aminoacidos que atuam por meio de osmose, provocando a
evasdao de agua do interior da célula e prevenindo que cristais de gelo se formem
no meio intracelular (AMANN & PICKETT, 1987). Os crioprotetores mais
utilizados sao os feitos a base de glicina- gema, glicina-gema-leite, 4gua de coco,
citrato-acUcar, gema, leite ou leite desnatado, lactose, sacarose, rafinose e os
formulados a base de Tris-gema de ovo (SALAMON E MAXWELL, 2000 citados
por BITTENCOURT et al., 2013).

J4 a classe de penetrantes sdo substancias que tém a capacidade de
penetrar no interior da célula espermatica. Ela se subdivide em dois grupos:
amidas e alcodlicos (ASHWOOD-SMITH, 1987 ALVARENGA et al., 2005). Como
crioprotetores amidas encontramos a lactamida e acetamida (KASHIWAZAKI et
al., 2006), a dimetilacetamida (CALDERAM et al., 2008) e a dimetilformamida
(OLIVEIRA et al.,, 2009), ja os alcodlicos utilizados para conservagdo
espermatica, sao principalmente o glicerol, dimetilsulfoxido (DMSQO) e

etilenoglicol Os crioprotetores penetrantes agem através da substituicao parcial
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e também pela ligac&o aos proprios eletrélitos a agua, precavendo a exposicao
do material a altas concentracfes de eletrolitos (CASTRO et al., 2011).

O crioprotetor penetrante mais utilizado na congelacéo do espermatozoide
ovino é o glicerol. Quando utilizado para sémen congelado pelo método de
congelacdo espermatica rapida, ou o de pellets, as melhores taxas de
sobrevivéncia espermatica sdo obtidas com 3 a 4% de glicerol, ja no diluidor
através do meétodo convencional lento e com o uso, principalmente, de diluidores
hipertdnicos, a maioria dos estudos demonstraram que as melhores
concentracbes de glicerol se encontram entre 6% a 8% (SALAMON &
MAXWELL, 2000).

Diferentes diluentes para congelacdo do sémen ovino tém sido estudados,
entre eles os mais utilizados sdo aqueles com base de citrato-agucar-gema, leite
ou leite desnatado, lactose, sacarose, rafinose e os formulados com TRIS-gema
de ovo (SALAMON & MAXWELL, 2000), de glicina-gema, glicina-gema-leite
(GONZALEZ et al., 1999) e 4gua de coco (NUNES, 1998).

2.4.1. Gema de ovo
A gema do ovo comecou a ser estudada na congelacdo de sémen da

espécie bovina (PHILLIPS & LARDY, 1940), apresentando resultados
satisfatorios, quando comparados aos meios suplementados apenas com
glicose, com aumento consideravel da viabilidade espermatica. A partir de entdo
o mesmo diluente a base de gema de ovo foi utilizado para a conservacdo do
sémen da espécie ovina (DAVIS et al., 1963).

A proporcdo de gema de ovo utilizada para a congelacdo de sémen é de
10 a 20%, sendo que as lipoproteinas contidas nesse substrato sdo de baixa
densidade interagindo com a estrutura lipidica da membrana plasmatica dos
espermatozoides (BERGERON & MANJUNATH, 2006). A gema de ovo também
atua aumentando a tolerancia dos espermatozoides em solu¢fes hiposmoéticas
e hiperosmoticas, como protetor osmaético. Assim, a sua adesdo a membrana,
exerce protecdo durante a congelacéo, dada pela fracao lipoprotéica de baixa
densidade (LDL) (BOUSSEAU et al., 1998; BERGERON e MANJUNATH, 2006)

A gema esta presente no meio diluidor, com acg&o crioprotetora,
protegendo contra o choque pelo frio durante a refrigeracdo dos

espermatozoides. A causa desse efeito é atribuida a sua composicdo de
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lipoproteina de baixa densidade (LDL), ela adere a membrana espermatica,
levando ao influxo de fosfolipidios e colesterol pela membrana plasmatica. Além
disso, o LDL forma complexos com proteinas plasmaticas que fazem contato
com o espermatozoide durante a ejaculagcéo, impedindo o efluxo de fosfolipidios
e colesterol da membrana espermatica (Corcini et al., 2016).

A principal funcdo da gema de ovo € proteger e estabilizar as membranas
biologicas, diminuindo o efeito prejudicial do choque térmico, porém, o
mecanismo de acdo que concede essa protecao durante o congelacdo do
sémen, ainda ndo estad completamente esclarecido, sendo levantadas diversas
hipéteses sobre o real desempenho da gema de ovo na célula espermética
(HOLT, 2000).

Os componentes da gema de ovo séo variados, visto que € um composto
de origem animal e pode conter composicfes variadas devido as diferentes
praticas empregadas no manejo alimentar das aves (BRAGA et al., 2005;
RIBEIRO et al., 2007). Apresenta uma composi¢do de 49,0% de umidade e
51,0% de sdlidos totais, sendo que, destes, 30,9% sdo lipideos totais (BARRETO
et al. 2006). A composicado dos lipidios € mais de 62% triglicérides, 33%
fosfolipides e menos de 5% colesterol, sendo menos de 1% dos lipidios da gema
os carotenoides (ANTON et al.,, 2009). Além disso, por ser um composto
biologico com presenca de vitaminas, fosfolipidios, proteinas, glicose,
antioxidante e componentes bactericidas é dificil definir toda a sua composicéo
(HOUPALATHI et al., 2007).

De acordo com estudo realizado por Monreal e colaboradores (2014) a
gema de ovo com objetivo de encontrar melhores indices na congelacdo e na
descongelacdo mostrou-se satisfatoria na criopreservacao, agindo de maneira
protetora, preservando a integridade estrutural e fornecendo prote¢cdo osmotica
a membrana espermatica devido a presenca de lecitina e os lipideos
encontrados na gema.

Segundo estudo de WATSON (1995) a gema de ovo previne o dobramento
de cauda dos espermatozoides que é provocado pelo choque térmico frio e
protege a motilidade espermatica. O uso da gema de ovo no meio diluidor
apresentou melhoras pés-descongelacdo do sémen com uma maior taxa de

motilidade e uma menor porcentagem de lesdo de acrossoma (47% e 25%,
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respectivamente), comparadas com amostras pos-congelacdo sem conter gema
de ovo (19% para motilidade e 33% para lesdo acrossomal) (DASKIN & TEKIN,
1996).

Em estudo Valente et al. (2010), observaram melhor termorresisténcia,
fertilidade “in vitro” e “in vivo” pos-descongelacdo ao usarem diluente contendo
gema de ovo na congelacdo de sémen ovino quando comparado a tentativa
retirar parcialmente ou totalmente da gema de ovo no diluente, alterando a sua
constituicdo com suplementagéo de trealose e glicina, associada a substituicdo
da glicose pela frutose, mais facilmente metabolizada pelo espermatozoide,
notou-se que nado foi capaz de compensar a insuficiéncia da gema de ovo.
Teoricamente vale destacar que no processo de congelacdo e descongelagcéo o
grau de lesdo encontrado € exposto durante a incubacdo espermatica pos-
descongelacdo, uma vez que quanto menor a longevidade destes gametas no

trato feminino, maior o dano latente (BAG et al., 2004).

2.4.2. Leite e Caseinato de Sodio
O leite é constituido por proteinas totais (3,3 a 3,5%) e por proteinas

provenientes do soro (20%) (DE KRUIF; HOLT, 2003). Estas proteinas sao
divididas em quatro grupos, sendo classificadas de acordo com suas estruturas
e propriedades fisico-quimicas, se destacando 0 grupo das caseinas
representando 80% das proteinas presentes no leite bovino (LOURENCO, 2000;
DE KRUIF; HOLT, 2003).

As caseinas sao encontradas em quatro fragdes no leite: as1 - caseina,
as2 - caseina, B - caseina e k - caseina, e as a-lactalbumina e R3-lactoglobulina
as principais proteinas do soro (MANJUNATH, 2012; McMAHON, OOMMEN,
2012; MENEZES et al., 2016; SILVA et al., 2019).

No leite as caseinas sdo encontradas na forma de micelas de caseinas
(SILVA et al., 2019). Estas micelas sao constituidas por caseinas, agua e
minerais, principalmente fosfato de calcio, que funcionam como substéancias
modeladoras com o intuito de manter sua integridade micelar, o que resulta em
uma supramolécula coloidal dindmica que se altera em fun¢do das mudancas
nas condic¢des fisico-quimicas como pH, temperatura, presenca de enzimas,
entre outros (McMAHON, OOMMEN, 2012; SILVA et al., 2019).
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Constituintes do leite foram descritos por suas atividades auxiliando em
propriedades de preservacdo do sémen em baixas temperaturas (4°C) ou na
congelacdo do mesmo (ALMIQUIST et al.,, 1954). Desse modo, estudos
investigando as propriedades do leite demonstraram que sua acdo protetora €
significativa tanto quanto usa leite desnatado quanto leite integral (ALMQUIST et
al., 1954; FOOTE et al., 2002), inferindo que os lipideos, ausentes no leite
desnatado, ndo oferecem protecdo ao espermatozoide durante o
armazenamento ou criopreservagdo (BERGERON & MANJUNATH, 2006).

A partir do fracionamento do leite cru utilizando-se técnicas de
microfiltracdo, ultrafiltracdo, diafiltracdo e liofilizacdo, desenvolveu-se o estudo
de meios diluentes utilizando fracdes purificadas do leite agindo de acordo com

a sua capacidade de preservagao do sémen (BATTELLIER, 1997) (Figura 1).
/K[ Microfiltragio (0,1um) J

Microfiltado (aquecido)
90°C/ 30 min

/ ‘ [unrafillragﬁowDDD Da) ]

sfoli s

l Proteinas soliveis Ultrafiltrado (ayuecido)
920°C/ 30 min

a-Lactalbumina
R-Lactoalobulina
(LAB)

Figura 1: Processo de obtencdo de diferentes fracbes do leite por
microfiltracdo. Adaptado de Batellier (1997).

[ Fosfocaseinato nativo

Posteriormente ao fracionamento foi encontrada uma fragdo com alto
potencial protetor, chamado de fosfocaseinato nativo, que foi repartido em quatro
subdivisdes (caseina a, caseina B, caseina k e fragdo rica em fosfolipidios) a
lactoalbumina e 3 lactoglobulina (Figura 2) (BATELLIER, 1997).



15

[ Leite desnatado cru ]

Precipitagio de
caseinas a pH 4,6 (HCI),
lavagem ajustar o pH

Coagulagio enzimatica
da caseina por agdo do

coalho, de centrifugagio
para T e voltar para a

solugdo (NaOH)

e recuperagéo do
sobrenadante

l[ Protedlise por coalho ]

[ Microfiltrado ]

[ Ultrafiltrag&o (3000 Da) ]

[ Macro peptideoc de

caseina J L Proteinas soluveis _] [ Ultrafiltrado ]
I a-Lactalbumina I l R-Lactoglobulina |

Figura 2: Obtencéo do caseinato de sodio a partir do leite cru desnatado.
Adaptado de Batellier (1997).
Utilizando a caseina &cida seca como matéria prima e realizando

modificacdes no processo ja feito no leite cru se observou a sintetizacdo do
caseinato de sodio, forma ndo micelar da caseina (BATELLIER, 1997;
BARRAQUIO; VAN DE VORT, 1991).

Ganhando um destaque entre diversos compostos do leite, o
fosfocaseinato apresentou desempenho efetivo no processo de congelacdo do
sémen, devido sua forte ligagdo com ions de Ca*™ mostrando capacidade de
protecdo a membrana plasmatica (HOCHACHKA, 1986; PAGL et al., 2006). Em
estudo realizado por Batellier (1997), com objetivo de testar um meio que
conferisse melhor qualidade na protecéo as células espermaticas, realizou-se a
comparacao entre um meio com proteinas solaveis (originada do leite cru),
fosfocaseinatos nativos e meio base contendo solucdo de sais de Hank's,
glicose, lactose e com a adi¢do de caseina [3 e verificou-se melhor capacidade
protetora do fosfocaseinato nativo, no entanto apresentou resultados similares
ao fosfocaseinato ativo o caseinato de soédio em relacdo ao processo de
refrigeracdo por 96 horas.

Dessa maneira, a hipotese € que as micelas de caseinas oferecem
protecdo ao sémen durante a congelacédo de sémen de cavalos, ovinos e bovinos
(CHOONG &WALES, 1962; MARTIN, 1966; BATELLIER et al., 1997).

Entretanto, ainda ndo foram elucidadas como as micelas de caseinas protegem
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0 espermatozoide durante o processo de congelacdo (BERGERON &
MANJUNATH, 2006).

2.4.3 Atuacao das caseinas frente as proteinas do plasma seminal
Proveniente das glandulas sexuais acessoérias, testiculos e epididimo, o

plasma seminal compde a porcao fluida do sémen durante a ejaculagcdo. Tem
como fungcdo o transporte e protecdo das células esperméticas, sendo de
extrema importancia na monta natural, principalmente em ovinos e bovinos, onde
o ejaculado é disposto direto na vagina (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

As proteinas do plasma seminal desempenham inumeras funcdes
referentes a fertilidade do macho participando do transporte espermético no
momento da ejaculacéo e regulando a capacitacdo espermatica (THERIEN et
al.,, 1998). No trato reprodutor da fémea, fornece nutrientes aos
espermatozoides, além de protecdo e participam da reacdo acrossomal
(KILLIAN et al., 1993; YANAGIMACHI, 1994; BELLIN, 1998). Contudo, alguns
efeitos do plasma seminal ja foram descritos como prejudiciais, visto que
diminuiram a atividade da célula espermatica e a motilidade em bovinos no
momento em que entraram em contato com o espermatozoide (DOTT; 1974;
BASS et al., 1983).

Comparando o sémen de ovinos com alta e baixa taxa de fertilidade, foi
observada a presenca inUmeras proteinas altamente expressas atuando no
funcionamento dos espermatozoides. As principais proteinas sdo pertencentes
a familia Binder of Sperm Proteins (BSP’s), como a Ram Seminal Vesicles
Protein (RSVP) (FERNANDEZ-JUAN et al., 2006; SOUZA et al., 2012).

As BSP’s atuam se ligando ao espermatozoide no momento da ejaculagao
promovendo a desestabilizacdo da membrana espermatica, devido ao efluxo de
colesterol, sendo esse um dos requisitos para 0 inicio da capacitacdo
espermatica (MANJUNATH e THERIEN, 2002). No oviduto, as BSP’s auxiliam
na interacdo entre o espermatozoide ao epitélio uterino (GWATHMEY et al.,
2006). A agao das BSP’s é contraditéria, uma vez que essa desestabilizagdo
causa a remocdao de lipideos da membrana deixando-a mais sensivel ao choque
térmico, tornando-se um fator prejudicial durante a congelacdo de sémen
(MANJUNATH et al., 2007). Todavia, o efeito das BSP’s é dose dependente,
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sendo a exposicéo continua prejudicial & membrana (MANJUNATH; THERIEN,
2002).

Ja foi demonstrado que variacdes individuais entre machos ovinos em
relagdo as proteinas do plasma seminal tem sido a justificativa para alteracdes
que comprometam a viabilidade e fertilidade destes (O'MEARA et al., 1997),
sendo diferencas observadas entre as racas de ovinos em relacdo aos
parametros seminais ocasionadas por alteracdes do diametro testicular (MAIA et
al.; 2011).

Ainda nao estd muito bem esclarecido qual o mecanismo de atuacéo das
caseinas sobre as células espermaticas. Contudo, foi constatada que as BSP’s
tém capacidade de ligacdo a moléculas presentes em diluentes a base de gema
de ovo e leite (MANJUNATH et al., 2002; LUSIGNAN et al., 2011), sendo as
micelas de caseinas provavelmente responsaveis pela protecdo do
espermatozoide quando utilizado diluentes a base de leite (BERGERON &
MANJUNATH, 2006).

Vérios estudos demonstram que as micelas de caseinas obtidas do leite
podem proteger os espermatozoides de garanhdes, cabritos e carneiros durante
0 armazenamento do sémen a temperaturas de 4 a 5 °C. (CHOONG & WALES,
1962; MARTIN, 1966; O'SHEA & WALES, 1966; BATELLIER et al. , 1997;
LEBOEUF et al., 2003).

Essa interacédo entre as micelas de caseina e as BSP’s conhecida como
sequestro, inibe a agao prejudicial ocasionada pela alta concentracdo de BSP’s
do plasma seminal, podendo entéo evitar o efluxo de colesterol da membrana
espermatica atuando de maneira positiva nos processos de criopreservacao do
sémen (BERGERON & MANGUNATH, 2006; LUSIGNAN, et al., 2011),
mantendo a viabilidade e motilidade espermatica (BERGERON et al., 2007).

Além da funcdo de reduzirem as perdas de lipideos da membrana
espermatica, as micelas de caseinas também mantém sua funcdo preservada
durante a estocagem, indicando assim que as proteinas do leite em interacédo
com as proteinas do plasma seminal sdo a base da protecédo do espermatozoide
(MANJUNATH, 2012)

As micelas de caseina e as proteinas do soro do leite que conferem a real

funcéo de protecéo, atuando seja por interacdo proteina com proteina ou
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proteina com caseina, se deve a utilizacdo do leite desnatado com participacéo
de lipideos ou lipoproteinas (LPL). Quando realizado o armazenamento do
sémen, as caseinas e outras proteinas do leite (a lactoalbumina e B
lactoglobulina) interagem com as BSPs, com diferentes afinidades, prevenindo
efeitos danosos ocasionados pelo plasma seminal (LUSIGNAN, et al., 2011).

Quando comparado aos extensores a base de Tris e gema de ovo, 0s
diluentes a base de leite desnatado apresentaram resultados satisfatorios em
ovinos (ARI et al., 2011) supondo que a caseina contida no leite possa ser mais
eficiente para a protecao dos espermatozoides durante a criopreservacao (ALLAI
et al., 2015). O leite desnatado também se mostrou eficiente e com resultados
superiores ao Tris quando adicionado a espermatozoides colhidos de epididimo
de ovinos (ALI MEHR & ATAYI, 2016).

Reducao de danos gerados pelo processo de congelacdo do sémen suino
foi observado utilizando a caseina, notando uma diminuicdo da atividade das
caspases e manutencao da integridade do DNA (COUTINHO DA SILVA, et al
2012) Tatemoto e colaboradores (2015), demonstraram em estudo com
fertilizacao “in vitro” que a adi¢cdo da caseina aumentou a taxa de clivagem em
suinos.

Todavia, as acdes da caseina quando adicionada a meios de congelagao
devem continuar sendo testados (DELL VALE et al., 2013).

2.5 Avaliacao do Espermatozéide Ovino
O espermatozoide é uma célula altamente especializada produzida por

meio de um processo continuo caracterizado por fases que ocorre nos tubulos
seminiferos no testiculo, sendo esse processo chamado de espermatogénese
(EDDY et al.,, 2003). Este processo é dividido em trés fases: a fase
espermatocitogénica, onde acontecem divisdes mitdticas das células primordiais
conhecidas como espermatogénias (fase proliferativa), a fase meiética, onde se
tem a reducdo do numero de cromossomos resultando em células haploides e a
fase de diferenciacdo, ou espermiogénica, o que consiste em alteracdes
morfolégicas em que as espermatides se diferenciam em espermatozoides,
sendo estes liberados no interior dos tdbulos seminiferos em um processo
conhecido como espermiagédo (GARNER; HAFEZ, 2004).
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Este é dividido em partes: cabeca, colo e cauda. A cabeca é composta por
um nucleo haploide e pela presenca de acrosssoma. Este nucleo contém DNA
enrolado sob a forma de nucleoproteinas, sendo a cabeca responsavel pela
protecdo do material genético (SOLDI &BOLNADI, 2013). O colo, localizado
entre a cabeca e a cauda, possui a finalidade de armazenamento dos centriolos
(EDDY et al., 2003).

Quando comparado a outras espécies, 0 espermatozoide ovino possuli
particularidades como uma taxa maior de acidos graxos poli-insaturados e
saturados (DARIN-BENNETT & WHITE, 1977), sendo a relacdo entre colesterol
e fosfolipidios menor nessa espécie (DARIN-BENNETT & WHITE, 1977,
BICUDO et al.,, 2009). Além disso, os acidos graxos poli-insaturados da
membrana espermética tem influéncia na fluidez dos lipidios, sendo sugeridos
como o principal responséavel pela susceptibilidade ao choque térmico que causa
injuria e desorganizacdo da membrana, e uma maior atuacédo de radicais livres
(WATSON, 1981; WHITE, 1993; OLLERO et al., 1998; BICUDO et al., 2009).

Essas particularidades do espermatozoide ovino levam a diminuicdo da
atividade respiratéria e a uma criocapacitacéo elevada (MONREAL, et al., 2014),
de modo que este esta sujeito a sofrer crioinjurias durante o processo de
congelacao, como a peroxidacao dos fosfolipidios de sua membrana plasmatica,
gerando alteracdesestruturais extensas principalmente na regido acrossomal, o
que leva a uma perda irreparavel da motilidade espermatica e ocasiona
alteracdes estruturais, especialmente na regido acrossomal, modificacdes no
metabolismo da célula e do conteudo intracelular (JONES & MANN, 1977).

Em estudo realizado por Parks & Hammerstedt (1985), com a finalidade
de comparar a quantidade de lipidios encontrados na membrana plasmatica de
espermatozoides de carneiros da por¢ao anterior da cabecga, ja que esta regido
tem grande importancia fisiolégica devido a sua ligacdo com a reacao
acrossomal e capacitacdo e também a sua predisposicéo a sofrer danos durante
0 processo de congelagdo. Estes mesmo autores obtiveram como resultados
mudancas distintas na composicéo lipidica da membrana plasmatica que cobre
0 acrossoma dos espermatozoides de carneiro em maturacdo. Para avaliar tais
danos ocasionados pelo processo de criopreservacao é realizado analises do

sémen.
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2.5.1. Analise Computadorizada do Sémen (Computer-assisted semen
analysis — CASA)
Um método de baixo custo empregado para realizar avaliacdo da

motilidade e da porcentagem de células méveis de sémen € analise indireta
usando a microscopia optica, uma técnica simples, mas que pode ter variacdes
(MALMGREN, 1997; VERSTEGEN et al., 2002).

Na busca de uma tecnificacdo e uma objetividade nessa avaliacgéo,
diferentes métodos tém sido empregados, sendo um deles o método de analise
computadorizada do movimento espermatico — “computer-assisted semen
analysis” (CASA). Por ser um sistema automatico e computadorizado, realiza
captura de varias imagens como se fossem fotos em diferentes campos da
lamina observada, sendo que a juncdo destas imagens forma um filme com o
trajeto de cada célula espermatica.

Essas fotos sdo tiradas por um sistema de computador com um
estroboscopio acoplado, onde um software faz a juncédo das imagens, a digitaliza
e forma o video (AMANN & KARTZ, 2004). Marcacdes sao realizadas em cada
foto durante o trajeto realizado por onde passa a cabeca do espermatozoide,
mesmo com a presenca do flagelo que impulsiona o espermatozoide, o sistema
avalia somente o movimento da cabeca, por ser tecnicamente mais facil de
acompanhar o movimento. (AMANN & KARTZ, 2004).

O computador é programado para cada espécie animal com uma
micrometragem maxima e minima, sendo considerado o espermatozoide como
objetos de tamanhos dentro dessa faixa pré-determinada. Se forem observadas
particulas com tamanho abaixo do minimo pré-determinado, sédo consideradas
parte do fundo e ndo séo contadas (MORTIMER & MAXWELL, 1999). Logo ap6s
a identificacdo do espermatozoide, ha a unido dessas fotos e assim traca-se a
trajetoria de cada célula espermatica, que séo classificadas de acordo com o
movimento padréo definidos como imaovel, linear rapido, linear lento e mével ndo
progressivo (MORTIMER & MAXWELL, 1999).

Este método possibilita obter informag¢des mais expressivas com relagédo
a cinética da célula espermatica e uma avaliacdo de forma mais objetiva e
correta da motilidade espermatica, apontando também as porcentagens de
células moveis, a quantificacdo e as caracteristicas especificas do movimento
dos espermatozoides (GARNER, 1997; MORTIMER, 1997; COX et al., 2006).
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Estudos apontaram uma relacdo de significancia entre a motilidade do
espermatozoide e a taxa de fertilidade a campo (KJAESTAD et al., 1993
, CORREA et al.,, 1997 ), mas diferente das outras espécies de animais de
criagcdo, o sistema CASA demorou um pouco mais para ser utilizado na espécie
ovina. Robayo et al. (2008) estudaram a relagc&o entre os padrdes de motilidade
analisados pelo CASA e a migracdo dos espermatozoides de carneiros no muco
cervical de ovelhas, os mesmo relatam que a VAP e a VCL indicaram ser os
anicos parametros cinéticos que tiveram correlacdo positiva com a capacidade
de migrar desses espermatozoides no com das ovelhas. Sugerindo que esses
parametros especificos, s&o caracteristicas importantes para que haja
capacidade desses espermatozoides em migrar através deste muco e concluir

seu processo de fertilizagao.

2.5.2. Integridade de Membrana Plasmética e Acrossomal
Essencial na hora da fecundacdo, a membrana espermética € uma

estrutura especializada e exerce funcdes bioldgicas, como depdsito de energia
altamente concentrado por serem moléculas alimentares e também favorecem a
sua integridade estrutural (ARRUDA et al., 2011).

A integridade de membrana do espermatozoide ovino € rapidamente
diminuida na descongelacdo do sémen, jA& a motilidade ndo é tdo afetada.
Aproximadamente 30% dos espermatozoides ovinos apresentam lesdo na
membrana plasmética mesmo mantendo boa motilidade apds processo de
congelacéo e descongelacdo (VALCARCEL et al., 1994).

O uso de corantes fluorescentes, conhecidos como sondas, tém sido
utilizadas para avaliacdo espermatica, sendo estas capazes de identificar
condi¢Oes subcelulares, mostrar alteragcdes metabolicas e estruturais das células
e de seu interior (SOUSA et al., 2012). A leitura dessas alteracdes que foram
marcadas pelas sondas fluorescentes pode ser avaliada em citdbmetro de fluxo
ou em microscopio de fluorescéncia. A vantagem da citometria de fluxo é que é
possivel avaliar, contar e classificar células em uma solugéo aquosa e possivel
também realizar associagfes de diferentes sondas fluorescentes de forma
imparcial, com incomparavel sensibilidade, rapidez e precisdo em um nimero de

células relevante estatisticamente (CORDELLI et al., 2005).
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Para que haja fertilizacdo eficiente € necessario que o espermatozoide
possua integridade de membrana plasmatica e acrossoma. Um evento essencial
€ a reacdo acrossdmica onde ocorre a liberacdo de enzimas acrossémicas
fundamentais para que haja a fusdo do espermatozoide com membrana
plasmatica do odcito e respectiva penetracdo na matriz extracelular da zona
pelicida (FLESH & GADELLA, 2000; JUHASZ et al., 2000; CELEGHINI et al.,
2007). A reacdo acrossomal envolve uma série de eventos diversificados,
polimerizacdo da actina, influxo de calcio, inativacao ou a ativagdo das proteinas
devido a fosforilag&o da tirosina, elevacao do pH (SIDDIQUE E ATREJA, 2012),
além de alteracbes no citoesqueleto dos espermatozoéides (BREITBART et al.,
2005).

A integridade do acrossoma é verificada pelo preenchimento fluorescente
da matriz acrossomal de espermatozoides com acrossoma lesado por lecitinas
marcadas. As lecitinas se ligam especificamente as cadeias de carboidratos e
glicoproteinas presentes no acrossoma (GRAHAM et al., 1990), sendo as mais
utilizadas a aglutinina do Pisum sativum (PSA), da Arachis hypogea (PNA) e da
Concanavalia ensiformis (ConA). (JUHASZ et al., 2000; GRAHAM, 2001; SILVA
& GADELLA, 2006; CELEGHINI et al., 2007; RAPHAEL, 2007).

Quando associada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA) a
aglutinina PSA, cora com eficacia o acrossoma lesado na coloragdo verde
amarelado facilitando a identificacdo e utilizado em diferentes espécies para
corar espermatozoides (GRAHAM et al., 1990; CELEGHINI, 2005; ARRUDA et
al., 2007; RAPHAEL, 2007).

2.5.4 Estresse Oxidativo
Os espermatozoides de ovinos, quando comparado a outras espécies, é o

gue mais tem sensibilidade a leséo por estresse oxidativo devido a sua menor
razdo molar de colesterol para fosfolipidios em relacdo a sua taxa de &cidos
graxos poli-insaturados (COYAN et al., 2012). A espécie ovina gera altos niveis
de peréxido de hidrogénio, ocasionado principalmente pelas grandes
quantidades de acidos graxos poliinsaturados / saturados e baixas proporc¢des
de colesterol / fosfolipidios na membrana plasmatica, quando comparados com
outras espécies. Assim essa relagéo leva a uma maior vulnerabilidade aos danos

causados pelas espécies reativas de oxigénio e
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consequentemente perda da integridade da membrana e do acrossoma
(ALVARES E STOREY, 1992). Quando a célula espermatica utiliza o
metabolismo oxidativo como fonte de energia principal gera uma enorme quantia
de metabdlitos ativos de oxigénio, isto é, as espécies reativas de oxigénio
(EROS) (SILVA, 2006). Este termo é utilizado para identificar os intermediarios
reativos causados pelo metabolismo do oxigénio, tendo como exemplos: o
radical superoxido (O2 -), o radical hidroxila (OH-) e o peroxido de hidrogénio
(H202) (MAIA & BICUDO, 2009).

Além disso, devido ao pequeno tamanho dos espermatozoides, estes, ndo
tém presenca de citoplasma suficiente para segurar o equilibrio entre os
sequestradores de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os geradores de
EROs (SHAFIEI et al., 2015). Para a manutencdo funcional das células
esperméticas € fundamental a presenca de acidos graxos, mas o aumento das
taxas de EROs levam a alteracdes nas funcbes das mitocéndrias e afetam a
motilidade espermatica (HENKEL, 2005; DU, 2009).

A capacidade antioxidante do sémen e o excesso de producédo de EROs,
leva a alteracfes nas funcdes da prépria célula espermatica como a capacidade
fecundante, a motilidade, peroxidacao dos lipidios da membrana plasmética e
inibicdo do metabolismo (GUERRA et al, 2004).

Para averiguacdo da peroxidacédo lipidica da membrana pode-se utilizar
sondas fluorescente lipofilicas. Entre essas sondas a mais utilizada é um analogo

de acido graxo, o 4cido-parinarico (cis-PnA), no entanto ele se torna mais

susceptivel a peroxidacgao lipidica, quando comparado aos &acidos graxos
bioldgicos. Outras sondas fluorescentes podem ser utilizadas, sendo elas
sondas que derivam de lipidios e fluoresceina (PAP et al, 1999; BALL; VO, 2002).
A sonda fluorescente BODIPY® 581/591 C11 (C11-BODIPY 58591~ Molecular
Probes®) incorpora membrana celular e tem sido utilizada de uma maneira
bem pratica na identificacdo de peroxidacao lipidica e oxidacdo das células
vivas, inclusive dos espermatozoides. Essa sonda pode ser utilizada em
qualquer aparelho com leitor a laser, assim como na citometria de fluxo (BALL;
VO, 2002; BROUWERS; GADELLA, 2003; NEILD et al., 2005).
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2.6 Teste de fertilidade

A cérvix da ovelha é longa, fibrosa e tubular. Caracteriza-se por possuir
espessa parede e luz constrita, com o canal cervical formada por varias
proeminéncias de forma transversa ou espiralada, com saliéncias fixas
conhecidas como anéis anulares (de trés a oito anéis), medindo cerca de 4 a 7
cm de comprimento (SILVA et al., 2005). Essa anatomia dificulta a passagem da
pipeta de inseminacdo pela cérvix, € um dos principais fatores que limita a
propagacao da inseminacéo artificial na espécie ovina (OLIVEIRA, 2009).

Para que haja selecdo e rapido melhoramento genético de diferentes
espécies uma das biotécnicas utilizada nos dias de hoje € a inseminacéo artificial
(IA). Essa técnica gera centenas de animais selecionados por estacao
reprodutiva, devido a congelacdo de sémen de animais de alta qualidade
genética para a utilizacdo em protocolos de inseminacao artificial (O"MEARA et
al., 2008).

A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) surgiu com intuito de facilitar
0 manejo, devido ao fato de ndo necessitar a observacdes de cio, além de ser
uma importante técnica para o melhoramento genético do rebanho (BICUDO,
2016). A IATF consiste em sincronizacdo do estro e ovulacdo utilizando
protocolos farmacolégicos hormonais, com aplicacdes de gonadotrofina
coribnica equina (eCG), de prostaglandina e utilizacdo de implante de
progesterona (P4) um dos protocolos muito usados para realizacdo da técnica.
(LEAO, 2009). Apesar disso, diferentes tipos de protocolos e variacdes sdo
comumente usados, com mudanc¢as na duracao, horario de aplicacdo, uso ou
ndo de prostaglandinas, dose, via de administracdo de progestagenos e
momento de aplicacdo de gonadotrofinas (FONSECA, 2016).

Uma técnica muito utilizada atualmente é a inseminacdo artificial por
laparoscopia, ela foi descrita pela primeira vez em 1992 por Killen e Caffrey. O
uso da técnica de inseminacao artificial por laparoscopia (IAL) consiste na
deposicao de sémen intrauterino tem sido estudado mais afundo e aperfeicoada
cada dia mais, com intuito de minimizar a limitacdo com relagdo a passagem da
cérvix. E uma técnica menos invasiva do que uma cirurgia convencional
(EVANS et al., 2004 ; ANEL et al., 2006), tem obtido resultados elevados e a
utilizacdo do sémen se torna mais eficiente quando comparado a IA transcervical
ou outras técnicas (STEFANI et al. 1990 ; FANTINATI et al., 2005 ; SHIPLEY et
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al., 2007) . A laparoscopia é uma técnica que exige mao de obra especializada
e equipamentos de trabalho caros, em consequéncia disso a implantacdo da
mesma em um rebanho necessitara da relacéo de custo beneficio proporcionado
e do manejo adotado para o rebanho (ANEL et al., 2006).

O sémen utilizado para a IAL pode ser fresco, refrigerado ou congelado,
sendo os dois primeiros com melhores indices de fertilidade (BICUDO et al.,
2005). A taxa de fecundacéao realizando o emprego desta técnica associada com
a utilizacdo do sémen congelado é maior do que a taxa quando se utiliza a
inseminacao artificial transcervical (BICUDO et al., 2003) e as taxas de ovelhas
prenhas usando a técnica inseminagdo por laparoscopia também sdo altas
(LUTHER, 2008).

Grandes indices convincentes de fertilidade a campo no uso da IATF foram
relatados por Medeiros et al. (2002) e Almeida et al (2008).Esses autores
também mostram diferentes momentos onde houve a utilizacdo da inseminacgéo
artificial (IA) comercial, mostrando que a IAL & muito melhor por ter resultados
mais satisfatérios de fertilidade em programas comerciais. Mesmo que IAL seja
um procedimento semi-cirirgico e necessite de mao de obra especializada e
materiais caros, a técnica de depositar o sémen direto no corno uterino
apresentou indicies mais elevados de fertilidade em pequenos ruminantes
comparados as demais técnicas. (KILLEN; CAFFREY, 1982; MYLNE et al.,
1997; MEDEIROS et al., 2002).

3. CONSIDERACOES FINAIS

Como ferramenta importante para a evolugédo na congelacdo do sémen
ovino, 0 uso de diluentes definidos € de grande responsabilidade e muito
respeitavel para a reproducdo ovina. Meios a base de gema de ovo tem sido
muito utilizada em diferentes espécies para o processo de congelacdo. A adi¢ao
de caseinato de sddio a esses meios tem apresentado vantagens em estudos
realizados em bovinos e equinos com sémen congelado. Deste modo
apresentando eficiéncia em melhorar a qualidade das células espermaticas,
protegendo o0s espermatozoides dos danos causados pelo processo e
consequentemente aumentando a taxa de fertilidade, podendo assim valorizar a

utilizacdo do sémen congelado e suas praticidade no emprego da técnica de
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Inseminacdo artificial por laparoscopia elevando o0 conhecimento e

demonstrando suas vantagens entre os produtores e criadores.
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HIPOTESE

Diluente a base de gema de ovo acrescido de caseinato de sodio melhora
a qualidade do sémen congelado e o indice de fertilidade na inseminacéo

artificial.

OBJETIVOS
Objetivo geral:

O presente estudo tem como objetivo avaliar a acdo do caseinato de sodio
adicionado ao meio de congelacado nas caracteristicas seminais e na fertilidade

esperméatica do sémen congelado de ovinos.

Obijetivos especificos:

-Avaliar e comparar as caracteristicas seminais pos-descongelacédo do
sémen congelado em diluentes a base de gema de ovo (BotuBov® e mesmo
diluente acrescido de caseinato de sodio 2%

-Comparar a fertilidade do sémen congelado com os diferentes diluentes

pela técnica de inseminacéo artificial por laparoscopia.



CAPITULO 1
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UTILIZACAO DO CASEINATO DE SODIO NA CONGELACAO DE SEMEN
OVINO

(Artigo redigido segundo as normas da revista Theriogenology

https://www.journals.elsevier.com/theriogenology/)

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o emprego da adicdo de 2% de
caseinato de so6dio em meio comercial a base de gema de ovo no sémen
congelado de ovinos. Assim, utilizou-se 8 machos da raca Dorper, de cada
animal foram coletados trés ejaculados, sendo cada um dividido em duas
aliquotas, uma congelada com meio comercial a base de gema de ovo e a outra
com mesmo meio acrescido de 2% de caseinato de soédio. As avaliagcbes pés
descongelacdo foram realizadas no momento TO e T90. Avaliou-se 0s
parametros cinéticos através do CASA e integridade de membrana plasmatica e
acrossomal e estresse oxidativo por citometria de fluxo. Para o teste de
fertilidade foram congelados dois animais selecionados de acordo um a
qualidade seminal pos descongelamento, sendo um de inferior qualidade e outro
superior. 100 fémeas foram inseminadas por laparoscopia. No experimento Il
utiizou o modelo de regressdo logistica multivariada, diferencas foram
consideradas quando P <0,05 e tendéncias quando 0,05 <P < 0,01. Com relacdo
a cinética houve diferenca estatistica para os parametros de velocidade média
de trajeto e velocidade curvilinear o grupo congelado com BotuBov e velocidade
em linha reta e linearidade, o grupo acrescido de caseinato. No tempo T90 a
velocidade em linha reta manteve uma tendéncia (P<0.06) sendo dessa vez o
BotuBov superior ao caseinato e no o parametro de linearidade o caseinato foi
superior ao BotuBov. Na analise de citometria de fluxo logo apds a
descongelacao, houve diferenca estatistica para células sem desestabilizacao
de membrana, sendo o grupo com caseinato superior ao BotuBov e para as
células com alto potencial mitocondrial (P=0,08) e integridade de membrana
plasmatica e acrossomal (P=0,09) o grupo com caseinato apresentou valores
numéricos maiores em relacdo ao BotuBov, em contrapartida, este apresentou
valores numéricos maiores que o caseinto na porcentagem de células com alta
concentracéo de anion superoxido (P=0.07). Também na citometria no tempo 90
minutos mostrou diferenca estatistica para células com alto potencial
mitocondrial e com membrana plasmética e acrossomal integras, onde o grupo
com caseinato foi numericamente superior (P=0.06).No teste de fertilidade néo
houve diferenca estatistica significativa em relagdo a taxa de prenhez entre os
grupos Botu-Bov® (23%, 11/48) e caseinato de sodio (33%, 17/52 e ndo foram
observadas diferencas entre a interacdo macho versus diluente utilizado
(p=0,70). Concluiu-se que independente do diluente utilizado, os parametros
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seminais tendem a cair conforme passa pelo processo de congelacdo. Apesar
de ndo apresentarem diferencas estatisticas, os parametros de cinética
espermatica mostraram-se favoraveis ao grupo contendo caseinato de sodio em
sua composicao, assim como no teste de fertilidade, demonstrando que o uso
do caseinato de sédio no meio diluente pode ser uma alternativa favoravel para
a criopreservacao do sémen na espécie ovina.

l.Introducéo

Para que haja otimizac&o da produtividade € necessaria uma atencéo
redobrada com a reproducéo, investindo cada vez mais na aquisicdo de machos
com boas caracteristicas reprodutivas e que consiga se adaptar ao ambiente
onde estdo vivendo e possam ser eficientes, além disso, o investimento em
biotécnicas de reproducéo vem com intuito de facilitar a difusdo e o0 acesso ao
banco de material genético de alta qualidade [1].

O processo de congelacao favorece a utilizagdo dos espermatozoides por
tempo indeterminado, possibilita uma disseminagdo do material genético entre
longas distancias além de reduzir custos relacionados a manutengcdo com o0s
reprodutores [2], mas este processo pode apresentar fatores limitantes para
reproducdo de algumas espécies animal [3]. Durante a criopreservacdo do
sémen ocorrem mudancas nas caracteristicas espermaticas que sdo causadas
pelo frio, levando a danos irreversiveis as células [4,5].

A utilizacdo de ingredientes bésicos e aditivos em diluentes usados para
congelacdo do sémen tem por finalidade fornecer protecdo com o uso de
substratos energéticos, componentes e tampdes contra danos criogénico,
proporcionando a sobrevivéncia das células durante o processo de diluicao,
resfriamento e congelacdo [6,7]. Os diluidores podem conter ingredientes
guimicos puros como também componentes de origem vegetal e animal [8]. O
diluente mais utilizado, principalmente no sémen ovino, € de origem animal,
formulado a partir de gema de ovo, se origina de uma formulagdo para
congelacdo do sémen de bovino [9].

Outro componente do meio diluente de origem animal muito utilizado é o
leite, € um meio isotdnico, que contem muito componentes que auxiliam na
conservagao e manutencao da viabilidade espermatica. Sua eficacia tem sido

associada a sua fragcao proteica, que pode atuar com tampao, protegendo contra
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mudancas de pH e agindo como sequestrador de metais pesados que possam
ser encontrados no encontrados nos meios [10]. Segundo Cunha [11] o leite
possui carboidratos em abundancia que seriam usados pelo espermatozoide
para produzir energia. Compreende-se que o leite apresenta duas substancias
responsaveis por estas caracteristicas, uma é a lactose que a atua como artificio
energeético e a caseina que tem capacidade de aumentar a atividade cinéticada
célula espermatica. Em estudo Bergeron & Manjunath [12], relataram que o
sémen de diferentes espécies tem sido refrigerado com eficacia utilizando
micelas de caseina isoladas no leite, e com a adicéo de glicerol tende a aumentar
efetivamente a qualidade de congelacdo do sémen bovino. A caseina em
diluidores de sémen a base de leite e de ovo, podem realizar interacao entre as
proteinas do plasma seminal (BSP), devido a sua afinidade com essas proteinas
com dominios de fibronectina tipo Il, de modo que e se ligam ao LDL e a caseina
reduzindo os efeitos prejudiciais na membrana plasmatica [12].

A inseminacéo artificial em ovinos vem sido aplicada h& varias décadas,
trazendo beneficios como exemplo o aproveitamento de um macho para um
namero maior de fémeas utilizando a diluicdo do sémen, a utilizacdo de machos
com alta qualidade genética comprovada por teste de progénie, aumentar a
variedade genética dentro do rebanho e também prevenir supostas doencas que
possam acometer o trato reprodutivo. Quando a técnica é aliada a um bom
protocolo de sincronizacdo hormonal e utilizado boas tecnologias aplicadas ao
sémen, a IA possibilita estacBes reprodutivas mais curtas, ate mesmo com
ovelhas sazonais, apresentando vantagens diretas na padronizacao dos lotes e
aumentando o valor dos produtos gerados.

Assim, esse estudo teve como objetivo avaliar a acdo do caseinato de
sédio adicionado ao meio de congelagéo nas caracteristicas seminais e na

fertilidade espermatica do sémen congelado de ovinos.

2. Material e métodos

2.1 Aspectos éticos
A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, a UNESP, Campus de Botucatu-
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SP (protocolo CEUA 0243/2018) seguindo as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

2.2. Local do experimento
A congelagéo e avaliagdo seminal foram realizados no Laboratério de

Estudos em Biotecnologia Aplicada a Reproducao de Ovinos e Caprinos
localizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia a UNESP, Campus
Botucatu- SP no setor de Reprodu¢do Animal e Radiologia Veterinéria. O teste
de fertilidade aconteceu em uma propriedade localizada no municipio de
Porangaba, latitute 23° 10’ 33”, longitude 48° 07’ 33" e altitude 525m.

2.3. Animais
Foram utilizados oito ovinos machos da raca Dorper com idade entre 2 a

4 anos, alojados em baias individuais recebendo alimenta¢gdo em chocho
composta de silagem e farelo de milho, agua ad libitium em bebedouros e
suplementacdo com sal mineral.

Previamente ao inicio do experimento, 0s animais foram submetidos a
colheita de sémen com finalidade de esgotar esses animais e melhorar a
qualidade seminal, sendo também condicionados ao uso de cabresto eao

estimulo elétrico gerado pelo eletroejaculador.

3. Delineamento experimental

3.1. Colheita e Processamento do sémen
As colheitas de sémen foram realizadas por eletroejaculacéo durante duas

semanas com intervalo de 24 horas entre elas, totalizandotrés colheitas por
animal. Os animais foram imobilizados em tronco de contencéo para colheita de
sémen com o uso cabresto onde receberam um estimulo elétrico através do
eletroejaculador (Eletrojet Premium®), sendo utilizada uma fémea em cio da
mesma espécie ao lado para estimulagéo olfativa e visual.

ApoOs a colheita, o ejaculado foi analisado quanto a cinética espermatica
através de analise computadorizada pelo sistema CASA (Hamilton Thorne
Research — IVOS 12, Beverly, MA, USA) utilizando o “setup” (Tabela 1) ajustado

para caracteristicas seminais de ovinos.
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Tabela 1 — Ajuste do equipamento de analise computadorizada dos

espermatozoides ovinos.

Parametro

Ajustes

Numero de imagens adquiridas por campo 30

Contraste minimo de células 56 pixels
Tamanho minimo de células 6 pixels
Linearidade (LIN) 70%
Média minima para VAP <40,0um/s
VAP minimo para células progressivas  <80,0 um/s
VSL minimo para células lentas <20 pm/s
Tamanho da cabeca estatica 0,56 a 6,53
Intensidade da cabeca estéatica 0,73a1,32
Intensidade de lluminacéo 3800
Alongamento estéatico 0-89
Magnificacéo 1,95
Temperatura 38°C

Abreviaturas: Velocidade de trajeto (VAP), velocidade linear (VSL).

Logo em seguida foi aferido o volume total em proveta volumétrica e a
concentracéo avaliada em camera de Neubauer, para a divisdo em duas fracdes
iguais de acordo com o delineamento experimental. Assim uma fracédo foi diluida
em BotuBov® (Botupharma, Botucatu, Brazil), meio comercial a base de gema
de ovo (BB); e outra diluida em BotuBov® acrescido de 2% de caseinato de sédio
(BC) (Botupharma, Botucatu, Brazil), ambas as fragfes diluidas em doses
inseminantes na concentracdo de 100 milhdes de espermatozoides viaveis por

palhetas.

3.2 Congelacéo do Sémen
As amostras dos 8 animais foram envasadas em palhetas francesas de

0,25 mL de volume, lacradas com alcool polivinilico, distribuidas em grade telada
e acondicionadas em refrigerador (Minitub®) a temperatura constante de 5°C
durante 4 horas, onde foram colocadas bolsas de tamanhos diferentes por baixo
e por cima dessas palhetas diminuindo a velocidade da queda de temperatura.
Para o processo de refrigeracéo utilizou-se o método adaptado de Rodello
[13] onde duas bolsas com volume de 200 mL de agua e uma bolsa de 400 mL
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de 4gua, dispostas e retiradas em tempos determinados da seguinte maneira:
apos as bolsas estarem aquecidas a 32°C, a bolsa de 400 mL ficava em baixo
do suporte e as outras duas em cima, apos 35 minutos de refrigeragcéo a primeira
bolsa de 200 mL foi removida, aos 50 minutos de refrigeracéo a segunda bolsa
de 200 mL foi retirada, por fim a bolsa de 400 mL foi removida com 60 minutos
de refrigeracao e s6 entdo as amostras ficavam em contato direto com o suporte
por mais 3 horas.

Decorrido o periodo total de 4 horas de refrigeracéo, as palhetas de cada
grupo experimental foram submetidas a uma pré-congelacao por 20 minutos em
uma caixa isotérmica de poliestireno (40 litros) sendo mantidas horizontalmente
em uma grade telada colocada a uma distancia de trés centimetros da lamina de
nitrogénio liquido e, posteriormente, submersas nele depois foram colocadas em

raques e armazenadas no botijao criogénico.

3.3 Avaliacéo do sémen
Para avaliagdo do sémen as palhetas foram descongeladas por

submersdo em agua a 37°C por 30 segundos, sendo posteriormente abertas e
seu conteudo, individualmente, colocado em micro tubos plasticos de 2 mL
previamente aquecidos a 37°C. A primeira avaliacao foi realizada imediatamente
apos a descongelacéo e foi denominada tempo zero (TO) e a outra andlise foi
realizada do mesmo modo com temperatura a 37°C por 90 minutos que foi
designada de teste de estresse térmico (TTR/90).

Estas amostras apds a descongelagao foram avaliadas quanto a cinética
espermatica pelo método CASA em camara de Makler pré-aquecida a 37 °C,
foram avaliados cinco campos de cada amostra. Analisou-se a motilidade
espermatica total (MT), motilidade espermatica progressiva (MP), velocidade de
trajeto (VAP), velocidade linear (VSL), velocidade curvilinear (VCL),
retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e porcentagem de espermatozoidescom
movimento rapido (RAP).

Para a avaliacdo da integridade das membranas plasmatica e acrossomal
e potencial mitocondrial foi utilizado o equipamento BD LSR Fortessa (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers de excitagcéo: azul
488-nm, 100 mW e filtros de emissao 530/30nm e 695/40nm; vermelho 640-nm,
40 mW com filtro 660/20nm; e o violeta 405-nm, 100 mW, com o filtro 450/50nm.
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No minimo 10.000 células por amostra foram analisadas e os dados foram
avaliados pelo software BD FACSDiva™ software v 6.1. As amostras foram
diluidas em TALP-PVA (Parrish et al [14] modificado:100mM NacCl, 3,21mM KCl,
25,0mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 21,6mM DL-lactato de sodio 60%,2,0mM
CaCl2, 0,4mM MgCI2, 10,0mM Hepes-livre de acido, 1,0mM piruvato de sédio,
1,0mg/mL alcool polivinil-PVA e 25ug/mL gentamicina) na concentracdo de
5x108 espermatozoides/mL e em uma aliquota de 500 pL dessa solucédo foi
adicionado a associacao de Hoechst 33342 (H342, 7uM, Sigma - 14533), iodeto
de propidio (PI, 1,5uM, Sigma - P4170) e FITC-PSA (aglutinina de Pisum sativum
conjugada ao isotiocianato de fluoresceina, 2ng, Sigma - L0770) de acordo
Freitas-Dell’Aqua et al. [15] e modificado pela adicdo da sonda MitoStatus Red
(MST, 20nM, BD pharmigen - 564697) de acordo com Camargo et al.[16]. As

amostras foram incubadas durante 20 min a 37°C ao abrigo da luz.

3.4 Teste de fertilidade
Com base nos resultados obtidos na analise de cinética espermatica com

0 sémen no pos-descongelamento, foram selecionados dois animais, sendo um
deles de qualidade seminal inferior e outro com qualidade seminal superior. Os
dois animais selecionados foram submetidos a uma nova congelacdo de sémen.
As variaveis utilizadas para classificar os animais que foram posteriormente
utilizados na segunda fase do experimento foram motilidade total, motilidade

progressiva e espermatozoides com movimentos rapidos.

Tabela 2: Resultados obtidos por andlise computadorizada do sémen
descongelado dos oito animais para selecao dos dois machos utilizados no teste
de fertilidade:

Motilidade Motilidade Réapidos

Total Progressiva
M1 65.0+7.7 28.7+4.1 35.7+5.6
M 2 57.2+6.2 243+3.1 322+4.8
M3 59.2+5.0 25.3+3.7 325+49
M 4 71.8+19 33.0+x24 40.7+4.4
M5 65.5+4.3 30.2+3.0 39.7+4.2
M 6 68.7+5.4 36.0+x54 46.3+5.5
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M7 53.7+5.3 23.3+3.1 29.7+4.1
M8 61.5+7.4 30.1+4.1 40.5+6.0
P 0.4859 0.2924 0.3225

Abreviatura: M = macho

Foram utilizadas 100 ovelhas de idade entre 12 e 24 meses, divididas em
guatro grupos e inseminadas aleatoriamente da seguinte maneira:
GRUPO 1 (n=22): ovelhas inseminadas com sémen de qualidade inferior
diluidas em Botu-Bov®,
GRUPO 2 (n=29): ovelhas inseminadas com sémen de qualidade inferior
diluidas em Botu-Bov® adicionado ao meio 2% de caseinato de s6dio;
GRUPO 3 (n=26): ovelhas inseminadas com sémen de qualidade superior
diluidas em Botu-Bov®;
GRUPO 4 (n=23): ovelhas inseminadas com sémen de qualidade superior
diluidas em Botu-Bov® adicionado ao meio 2% de caseinato de sédio;
As fémeas passaram por sincronizagdo de estro para realizacéo da
inseminacao artificial por laparoscopia. Foi realizada a colocacédo de dispositivos
intravaginais impregnados com 60mg de acetato de medroxiprogesterona
(Progespon®- Zoetis) que foi mantido por 14 dias e aplicacdo de 350 Ul de
gonadotrofinas coridnica equina eCG (Novormon®-Zoetis) via intramuscular.
Apbs a sincronizacdo, 0s animais seguiram para o procedimento de
inseminacao onde, previamente foram submetidos a jejum hidrico de 12 horas e
alimentar de 24 horas. Foram sedados utilizando Acepromazina-Acepran® (0,05
mg/kg) e realizado um bloqueio anestésico no local com Lidocaina 2% com
vasoconstritor (Xylestesin®) aplicando 2mL no ponto de cada colocacéo dos
trocateres.
Foi realizada a devida contenc&o dos animais em macas apropriadas e
inseriram-se dois trocateres nas seguintes regides: paramediana retroumbilical
esquerda para insercédo da bainha inseminadora e regido paramediana
retroumbilical direita para insercéo da 6tica. O sémen utilizado para as
inseminacdes foi descongelado em banho-maria por 15 minutos em temperatura
42°C e foi preparada a bainha inseminadora.
Apbs a introducao dos trocateres realizou-se a observagéo e localizagéo
dos cornos uterinos e com auxilio da bainha e pipeta inseminadora, injetou-se
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metade da dose total de sémen (0,25mL) na flexura maior de cada corno uterino
separadamente.

Feito os procedimentos, os animais receberam uma dose de pentabittico
(Zoetis®) dose de 30.000 Ul/kg de penicilina benzatina e antiflamatério Flunixim
Meglumine-Chemitec® (1mg/kg).

Apo6s 30-35 dias da inseminacéo foi realizado o diagnostico de gestacao
por uso de ultrassonografia (Aloka®), onde se procedeu a remocéo das fezes da
ampola retal que foi preenchida com solucdo aquosa de caroboximetilcelulose,
e com o uso de transdutor linear prostatico na frequéncia de 7,5 MHz (Modelo
UST-660-7,5). Foram realizados mais dois exames ultrassonograficos ap6s 15
dias para confirmacdo da manutencéo da gestacao e descarte de possibilidade

de néo gestacéo.

3.5 Andlise Estatistica
Os resultados das avaliagfes da qualidade espermatica foram avaliados

pelo software GraphPad Instat 5.0 (San Diego, CA, EUA) e expressos em média
e erro padréo. Para as médias obtidas com distribuicdo normal, utilizou-se teste
t seguida de Tukey, considerando os diferentes grupos como tratamento. E os
gue néo tiveram distribuicdo normal foram aplicados os testes ndo parameétrico
de Friedman, seguido do teste de Dunn. Para analise dos dados gerados da
fertilidade foi utilizado modelo de regressao logistica multivariada através do
software computacional Bioestat 3.0. Nesse modelo a taxa de concepc¢ao na IAL
foi considerada como variavel dependente, sendo os efeitos principais dos
machos doadores de sémen, meio diluidor utilizado para criopreservacao
esperméatica, raca das fémeas inseminadas, bem como suas possiveis

interagcOes consideradas como variaveis preditivas.

4 Resultados

Os resultados da analise descritiva da avaliacdo seminal pré-congelagéo
do sémen fresco, estédo descritos na tabela 3.
Tabela 3. Valores médios e erro padrao (), minimo (Min) e maximo (Max) dos

parametros obtidos na pré-congelacéo dos oito animais.
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Variavel Meédia * Erro Min Max
MT 85+1,4 65/ 95
MP 69+1,3 50/79
VAP 138 +2,3 107/ 155
VSL 120+ 4,1 42 /138
VCL 217+6,9 121 /277
STR 89+ 0,5 82/94
LIN 56+1,0 47 | 66
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Abreviaturas: MT (%), motilidade total; VAP (um/s), velocidade média de

percurso; VSL (um/s), velocidade em linha reta; VCL (um/s), velocidade
curvilinea; STR (%), retilinearidade; LIN (%), linearidade; (%);

De acordo os resultados da cinética espermética

logo apés a

descongelacdo (Tabela 4) foi observado que ndo houve diferenca estatistica

para os parametros de motilidade total,

progressiva, porcentagem de

espermatozoides rapidos e retilinearidade, mas para velocidade média de trajeto

e velocidade curvilinear o grupo congelado com BotuBov apresentou resultados

superiores, enquanto que para velocidade em linha reta e linearidade, o grupo

acrescido de caseinato foi superior.

Tabela 4. Valores médios e erro padrdo dos parametros cinéticos obtidos através

de andlise computadorizada do movimento espermatico pelo CASA dos de 8

animais sendo 3 ejaculados de cada (n=24), p6s-descongelamento no momento

Zero.

Variavel BB BC P

MT 54 £ 4,7 58+4,1 0,29
MP 22+ 2,5 20+2,4 0,25
VAP 90+ 3,22 80+23° <0,05
VSL 67+1,9°b 74+192 < 0,05
VCL 139+4,52 118+3,8° <0,05
RAP 29+ 3,6 27 + 3,3 0,46
STR 83+0,8 84 +0,5 0,15
LIN 57 +0,8° 60 + 0,72 < 0,05
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Abreviaturas: MT (%), motilidade total; MP (%), motilidade progressiva; VAP
(um/s), velocidade meédia de percurso; VSL (um/s), velocidade em linha
reta; VCL (um/s), velocidade curvilinea; RAP (%), espermatozdides movimentos
rapidos; STR (%), retilinearidade; LIN (%), linearidade, Letras mindsculas
distintas na mesma linha diferem (p <0,05) pelo teste t.

Nas avaliacdes apods estresse térmico por 90min (Tabela 5), também né&o
foi observado diferencas para os parametros de motilidade total, progressiva,
porcentagem de espermatozoides rapidos e retilinariadade; além disso, neste
momento a velocidade em linha reta do grupo BotuBov foi maior que a do
caseinato (P<0.06). Ja para o parametro de linearidade o caseinato foi superior

ao BotuBov.

Tabela 5. Valores médios e erro padréo dos parametros cinéticos obtidos através
de analise do CASA de 8 animais sendo 3 ejaculados de cada (n=24), pos-

congelacdo no momento 90 minutos (T90/TTR).

Variavel BB BC P

MT 39+4,3 38+4,1 0,87
MP 13+1,8 10+1,4 0,14
VAP 86+1,82a 81+19° <0,05
VSL 69+1,7 65+1,4 0.06
VCL 135+3,42 123+33P <0,05
RAP 22+2,6 19+2,2 0,15
STR 80 +0,6 81+0,9 0,35
LIN 54+0,8° 56+1,02 <0,05

Abreviaturas: MT (%), motilidade total; MP (%), motilidade progressiva; VAP
(um/s), velocidade meédia de percurso; VSL (um/s), velocidade em linha
reta; VCL (um/s), velocidade curvilinea; ; RAP (%), espermatozoides
movimentos rapidos; STR (%), retilinearidade; LIN (%), linearidade, Letras

minusculas distintas na mesma linha diferem (p <0,05) pelo teste t.
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343 Na analise de citometria de fluxo (Tabela 6), logo apds a descongelacao,
344 demonstrou diferenca estatistica para células sem desestabilizacdo de
345 ~membrana, sendo o grupo com caseinato superior ao BotuBov. J& para as
346  células com alto potencial mitocondrial (P=0,08) e integridade de membrana
347 plasmética e acrossomal (P=0,09) o grupo com caseinato apresentou valores
348 numericos maiores em relacdo ao BotuBov, em contrapartida, este apresentou
349  valores numeéricos maiores que o caseinto na porcentagem de células com alta
350 concentracdo de anion superoxido (P=0.07).

351351

352 Tabela 6. Valores médios e erro padrdo dos parametros obtidos por citometria
353 de fluxo pds congelacdo dos oitos animais em ambos os tempos (Tempo 0 e
354  90/TTR).

355
TempoTO Tempo T9O/TTR
Variaveis BB ‘ BC ‘ p BB BC p
CSDM 216 + 252+25 <0,05 158+16 18,0+1,3 0,11
260 a
HPM 222 + 253+25 0,08 156+1,6 18,4+1,3 0,06
2,5
MPAI 36,4 + 40,6%3,1 0,09 21,419 239+1,8 0,06
10,8
02 71,3 + 67,7+28 0,07 76,2+25 745+20 0,26
2,8
356

357 BB: (20% de gema de ovo), BC: (20% de gema de ovo + de 2% de caseinato de
358 soOdio). CSDM, células sem desestabilizacdo de membrana; HPM, alto potencial
359  mitocondrial; MPAI, integridade das membranas plasmatica e acrossomal; O2,
360 células com alta concentragdo de anion superoxido. Letras minasculas distintas
361 na mesma linha diferem (p <0,05) pelo teste t.; TO: Tempo zero; T90 (TTR):
362 Tempo de 90 minutos.

363363

364 Ainda na tabela 6, os resultados da andlise de citometria apdés o estresse
365 térmico de 90min, mostrou que ndo houve diferenca estatistica para as células

366 sem desestabilizacdo de membrana e porcentagem de células com alta
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367 concentracdo de anion superoxido; e que para células com alto potencial
368 mitocondrial e com membrana plasmatica e acrossomal integras, o grupo com
369  caseinato foi numericamente superior (P=0.06).
370 Em relacdo ao teste de fertilidade ndo houve diferenca estatistica
371  significativa em relacdo a taxa de prenhez entre os grupos Botu-Bov® (23%,
372 11/48) e caseinato de sédio (33%, 17/52) sendo o valor de p= 0,25. Nao foram
373 observadas diferencas entre a interacdo macho versus diluente utilizado
374  (p=0,70), onde o macho que apresentava qualidade seminal superior teve 31%
375 de taxa de prenhez (15/49) e o animal com baixa qualidade seminal foi 26%
376  (13/51) como descritos na tabela 7.
377377
378 Tabela 7. Resultados obtidos no teste de fertilidade utilizando os machos
379  selecionados e os diferentes diluentes utilizados:
Macho Alta Fertilidade Baixa Fertilidade
Total Prenhez Taxade P Total Prenhez Taxade P
prenhez prenhez
Caseinato 23 8 34,78 29 9 31,03
Botubov 26 7 126,92 22 4 118,18
Total 49 15 30,61 | 0,7569 51 13 ' 25,49 0,3481
380
381 5.Discusséo
382 O processo de criopreservacao do sémen é influenciado por inimeros
383  fatores sendo a técnica e o meio diluente utilizado os mais relevantes, de modo
384 gue os resultados obtidos por esta técnica ainda sdo baixos devido a lesGes
385 ocasionadas no espermatozoide durante a congelacao [17, 18,6], tornado a
386 técnica um desafio.
387 Nossos resultados utilizando diluente comercial a base de gema de ovo
388 (Botu-Bov®) acrescido ou néo de 2% de caseinato de sédio demonstraram
389 diferencas significativas entre os parametros espermaticos pds-descongelacao.
390 Segundo a analise computadorizada do sémen (CASA), técnica precisa e
391 rapida para a avaliacdo de parametros espermaticos relacionados a cinética
392 espermatica [20, 21,22], no momento TO e T90 n&do houve diferencas estatisticas
393  entre grupos para os parametros de motilidade total, progressiva, porcentagem
394 de espermatozoides rapidos e retilinearidade; sendo a motilidade total inferior no
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momento TO e superior no momento T90 aos resultados descritos por Kulaksiz
et al. [23], ambos utilizando uma proteina do leite como meio diluente. Kulaksiz
et al. [23] pode concluir que o extensor contendo leite teve melhores resultados
de motilidade no pos-descongelamento, demonstrando assim sua capacidade
de preservar a motilidade espermética quando comparado a outros diluentes,
sendo que em nosso estudo ndo chegamos a esse resultado devido a
inexisténcia de diferenga estatistica entre grupos. Contudo, Glndogan [24]
relatou melhoria na motilidade espermatica quando se utilizou Tris como diluente
guando comparado ao citrato de sédio e extensores contendo leite desnatado.
Ja Jerez et al. [25] relataram melhor motilidade progressiva pos-
descongelamento quando se utilizou leite de soja acrescido de glicerol em
carneiros, se mostrando uma combinacdo adequada para 0 processo de
congelacéo em ovinos.

Utilizando diluentes contendo caseinato definidos na refrigeracao de
sémen equino, foi observado que estes mantiveram a motilidade progressiva do
sémen quando armazenado a4 °C e a5 °C por mais de 24 horas quando
comparado com extensores com base em sélidos secos de leite ndo gordurosos
gue nao sao tdo definidos em sua composicao [26,27]. Esses parametros de
velocidade dos espermatozoides também foram maiores no extensor com
proteina do leite definido demonstrando que o mesmo atua mantendo e até
mesmo melhorando a qualidade do sémen durante o armazenamento a frio
guando [26], diferindo dos nossos resultados, podendo essas diferencas estar
correlacionadas a espécie avaliada.

Diluentes a base de gema de ovo foram utilizados para a congelagéo de
sémen bovino demostrando melhores resultados pods-descongelamento em
parametros como motilidade total, motilidade progressiva e porcentagem de
espermatozoides rapidos [28], sendo que esses parametros ndo apresentaram
diferencas em nosso estudo na comparagao entre os grupos no momento T0. J&a
quando se utilizou diluentes contendo caseinato de sodio definido e lecitina de
soja para a refrigeracdo de sémen equino, foi observado queda de maotilidade
total [29] em ambos os grupos corroborando com nossos dados.

Com relacdo a velocidade média de percurso (VAP) e velocidade
curvilinear (VCL), o grupo BB-MTO apresentou melhores resultados que ogrupo
BC-MTO, sendo que essas velocidades estdo ligadas positivamente com a
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migragcdo do espermatozoide entre o muco cervical durante o processo de
fecundacdo em caprinos e ovinos [21,30], enquanto que para velocidade em
linha reta (VCL) e linearidade (LIN), o grupo BC-MTO foi superior, sendo que a
linearidade esta diretamente ligada a qualidade do espermatozoide e sua
progressdo e capacidade de penetracdo no muco cervical [31,21]. J& em
bovinos, utilizando os mesmos diluentes, as variaveis VAP, VSL e VCL foram
maiores no grupo contendo caseinato de sodio a 2% [32] diferindo de nossos
resultados.

As velocidades descritas sdo correlacionadas com a capacidade de
fecundacao do espermatozoide [31,33], visto que amostras com valores de VAP,
VSL e VCL maiores produziram uma maior quantidade de odcitos fertilizados
[31] e apresentaram uma melhor penetracdo no muco cervical [34,31], e dessa
maneira esses parametros estdo correlacionados a fertilidade [33] sendo as
velocidades do CASA utilizadas para prever o potencial de fertilizacdo de sémen
em touros [35], levando em consideracdo a dependéncia entre elas para tais
resultados [36].

No momento T90/TTR nao houve diferencas também para velocidade em
linha reta, mas manteve uma tendéncia (P<0.06) para o grupo BB sendo este
superior ao BC. J& para o parametro de linearidade, o BC foi superior ao BB, 0
que pode demostrar a protecdo exercida pelo caseinato durante o estresse
térmico ocasionado na congelacao ao sémen.

O sucesso no processo de criopreservacao do sémen pode também ser
avaliado pela quantidade de espermatozoides mantidos integros apo6s a
descongelacdo, demonstrando dessa maneira a protecao exercida pelo meio
diluente sobre a estrutura das membranas da célula espermatica [37, 38]. Assim,
a integridade da membrana espermatica é de fundamental importancia para a
manutencdo da qualidade seminal sem prejudicar o potencial fecundante do
espermatozoide [39]. Segundo a integridade de membrana plasmética e
acrossomal (MPAI), apesar de nao demostrarem diferencas estatisticas
significativas, estas foram favoraveis ao grupo BC nos momentos TO e T90 (p =
0,09 e 0,06) respectivamente, demonstrando que o meio diluente acrescido de
caseinato de sodio pode exercer uma funcdo protetora a membrana
espermatica, visto que a caseina manteve a integridade acrossomal em sémen

de touros submetidos a congelacéo [40]. Em bovinos e suinos, também néo
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houve diferenca entre a integridade das membranas acrossomal e plasmatica de
sémen criopreservado com caseina pos-descongelamento como em nosso
estudo, sugerindo a preservagdo das membranas [41,32] sendo isso possivel
devido a andlise ter sido realizada imediatamente ap6s o descongelamento [32].

Entretanto no momento T90/TTR, verificou-se maiores valores na
porcentagem de células espermaticas com membranas integras no grupo
contendo caseinato de sodio quando comparado ao diluente contendo gema de
ovo sugerindo uma funcéo protetora ao meio diluente sobre a integridade de
membrana [32], resultado tendencioso para 0 grupo caseinato no mesmo
momento em nosso estudo.

A relacéo do potencial mitocondrial com a fertilidade ainda € incerta [39],
contudo, em ovinos, o0 uso de sondas fluorescentes para avaliacdo do potencial
mitocondrial é muito utilizado [42] visto a alta afinidade deste potencial com a
capacidade energética e motilidade celular [43, 42]. Em relacdo ao alto potencial
mitocondrial em nosso estudo, este manteve uma tendéncia para o grupo
acrescido de caseinato de sédio nos momentos TO e T90 (p=0.08 e p=0.06)
respectivamente, sendo jA comprovado que diluentes contendo leite ou
caseinato de soédio ajudam a manter o potencial mitocondrial da célula
espermatica, devido sua ligacdo aos ions Ca+2, 0 que proporciona uma
estabilidade da membrana plasméatica e equilibrio da atividade metabdlica
[26,40,32].

Em suinos, quando se utilizou caseinas para o transporte de sémen, estas
melhoraram as propriedades espermaticas com relacdo a motilidade e a
normalidade mitocondrial pés-descongelamento do sémen quando comparadas
ao grupo controle (sem caseina). Além disso, o conteudo intracelular de ATP e
a atividade da enzima proteolitica derivada do acrossomo no grupo tratado com
caseina foram mantidos em um nivel alto comparado ao grupo controle e,
inversamente, a porcentagem de espermatozoides com caspase ativada e DNA
fragmentado foi reduzida [41].

Segundo as células sem desestabilizacdo de membrana e a porcentagem
de células integras com concentracdo de superéxido (O2 células integras) no
momento TO, estas apresentaram diferencgas estatisticas sendo maior no grupo
BC, corroborando com os dados de Diniz [32], onde na avaliacéo dos valores de

superoxido (O2-) observou diferenca em ambos os momentos avaliados (TO e
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T90) entre os grupos demonstrando maiores valores para o grupo caseinato de
soédio, de modo que o caseinato teve maior controle da atividade metabdlica
celular o que produziu menos O2. Em vista disso, o caseinato de sodio pode ter
atuado protegendo a membrana espermatica da desestabilizacdo e impedindo a
reacdo acrossomal e capacitacdo espermatica precoce ocasionada pelo
processo de congelacao.

A producao de Eros de maneira intensificada, principalmente dos radicais
H202 e 0 O2, faz com que o processo de capacitacdo espermatica seja precoce,
mas a producdo de EROs também é necessaria para otimizacdo de atividades
fisiologicas normais da célula como regulacao da expressao de genes sensiveis
a alteracdes da homeostase [44].

A utilizacdo da gema de ovo nos diluentes de sémen pode ser a principal
formadora de radicais livres devido ser uma fonte importante de aminoacidos
aromaticos, preferencialmente maior formador de H202, mostrando que a
concentragdo de gema de ovo no meio esta diretamente ligada a formacgéo de
Eros. Apds testarem diferentes concentracdes de gema de ovo no meio de
congelagao, constataram que n&o houve interferéncia na taxa de fertilidade
guando a porcentagem de gema de ovo passou de 20% para 5% no meio diluidor
[45].

No teste de fertilidade realizado no presente estudo, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os grupos e também com relacéo a
interacdo macho versus diluente utilizado. Contudo, o diluente contendo
caseinato de sédio apresentou resultados favoraveis quando comparado ao
grupo contendo gema de ovo. Uma analise “in vitro”foi realizada sobre os efeitos
do caseinato de sédio, fosfocaseinato nativo e caseinoglicopeptideo na ligacéo
espermatica a zona pelucida bovina (ZP), e comprovou que o caseinato de sédio
(CS) e o fosfocaseinato nativo (PN) foram mais eficazes no aumento da ligacéo
espermatica do que o caseinoglicopeptideo (CG) provando que as proteinas do
leite aumentam a ligacdo dos espermatozoéides a ZP. J4 quando se utilizou o
sémen refrigerado com diluentes contendo Tris e leite para ainseminagéo
intravaginal em ovelhas, o diluente a base de leite apresentou melhores
resultados de fertilidade a campo [46]. Apesar dos testes serem realizados por

outros metodos, os resultados obtidos por Coutinho et al [47] e Paulenz et al.



18

530 [46] corroboram com o teste de fertilidade realizado em nosso estudo, que obteve
531  melhores resultados com a utilizacdo do caseinato de sédio.

532 Concluiu-se que apesar de apresentarem algumas diferencas estatisticas,
533 0s parametros de cinética espermatica mostraram-se favoraveis ao grupo
534 contendo caseinato de sédio em sua composi¢cao, assim como no teste de
535 fertilidade, demonstrando que a adicdo do caseinato de sédio no meio diluente
536 pode ser uma alternativa favoravel para a criopreservacdo do sémen na espécie
537 ovina.

538538
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