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Tampdes em diluentes para resfriamento de sémen equino

Dissertacdo de Mestrado
Autora: Janislene Mach Trentin
Orientadora: Mara lolanda Batistella Rubin

RESUMO

Nesse estudo comparou-se o efeito tamponante do HEPES e Bicarbonato de Sédio em
manter o pH e a viabilidade do sémen resfriado de poéneis da raca Brasileira. As
alteracGes no pH ocasionadas por diferentes diluicbes com diluente a base de leite
desnatado em p6 sem tampéo a 5 e a 15°C também foram medidas. No experimento 1
avaliou-se o efeito da diluicdo e da temperatura de resfriamento sobre a motilidade,
integridade de membrana, pH e atividade mitocondrial do sémen pré e pos resfriamento.
O sémen de nove poneis da raca Brasileira (dois ejaculados/pdnei) foi diluido em
diluente a base de leite desnatado (em p6) sem tampao e refrigerado a 5 ou 15°C por
48h em trés diferentes diluigdes (1+1, 1+2, 1+3). As trés diluicdes ndo alteraram os
parametros avaliados ap6s a diluicdo a fresco. A diluicdo 1+1 resultou em valores
maiores de pH (7,63 e 7,57, respectivamente) e menor percentual de motilidade
progressiva (MP) a 5 e a 15°C. O maior percentual de células integras (1+1=44,16;
1+2=48,16; 1+3=50,05) foi detectado a 15°C (P < 0,01), independente da diluigdo. A
MP foi maior nas 48h de resfriamento (39,72%; P < 0,05) quando o sémen foi diluido a
1+3 e refrigerado a 15°C. A atividade mitocondrial (P > 0,05) em fungdo do tempo e
temperatura foi similar entre as diluicbes. No experimento 2 avaliou-se o efeito tampéo
do bicarbonato de sodio e do HEPES em diluentes sobre a viabilidade de
espermatozoides resfriados a 5°C durante 48h. Os diluentes testados compunham-se de
leite desnatado em p6 com bicarbonato de sédio (A), HEPES (B) ou diluente sem
tampdo (C). O sémen de sete poneis da raca Brasileira (trés ejaculados/pénei) foi
utilizado e a motilidade progressiva foi similar entre os diluentes (P > 0,05) apds a
diluicdo. Nas 24 e 48h, a MP foi, respectivamente, para A (44,76%; 25,23%), B
(51,42%; 38,09%) e C (54,05%; 41,66%). A integridade da membrana plasmaética foi
similar apds a exposicao aos trés diluentes. A fresco, a atividade mitocondrial foi maior
(P < 0,05) no sémen exposto ao diluente A (A=1,05nm, B=0,81nm, C=0,79nm) e apds
24h A e B foram similares (0,83nm; 0,73nm), enquanto que no diluente C observou-se
menor atividade (0,64nm). Nas 48h n&o houve diferenca (A=0,72; B=0,69; C=0,63; P >
0,05). O pH do diluente e sua osmolaridade, assim como o pH do sémen diluido foi
maior no diluente A (8; 382; 7,9), intermediério (7,5; 362; 7,32) no B e menor no C
(7,16; 350; 7,07). A peroxidacdo lipidica e a inducdo da peroxidacdo foram similares
em todos 0s grupos. Sugere-se que, quando da utilizagdo do sémen a fresco, qualquer
das diluigdes aqui testadas pode ser utilizada com seguranca. O resfriamento do sémen
por 48h modifica e eleva o pH do sémen. Os melhores resultados foram observados com
o resfriamento do sémen a 15°C por 48h e com a diluigdo 1+3 em um diluente a base de
leite em pd desnatado sem tampé&o. O bicarbonato de sddio (A) reduz a MP e aumenta o
pH do sémen. O diluente sem tampéao foi considerado o mais apropriado para uso
imediato na IA. Tanto o diluente com HEPES, quanto o diluente sem tampéo foram
adequados para o resfriamento do sémen equino a 5°C durante 48h.

Palavras-chave: espermatozoide, bicarbonato de sédio, HEPES, armazenamento
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Buffers in extenders for cooling equine semen
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ABSTRACT

This study compared the buffering effect of HEPES and sodium bicarbonate on pH and
viability of Brazilian pony semen cooled at 5°C. pH changes caused by different
dilutions using skim milk powder semen extender without buffer were also measured. In
experiment 1, the effect of dilution and cooling temperature on semen motility,
membrane integrity, mitochondrial activity and pH pre and post cooling was
investigated. Ejaculates of nine Brazilian ponies (two ejaculates per pony) were diluted,
of a non buffered powder milk extender and cooled at 5°C or 15°C during 48h in three
different dilutions (1+1, 1+2 and 1+3). Dilutions did not change the parameters
evaluated before cooling. Samples diluted 1+1 resulted in higher pH values (7.63 and
7.57, respectively) and lowest percentage of progressive motility (PM) at 5 and 15°C.
All samples cooled at 15°C showed a lower incidence of abnormal spermatozoa (1+1 =
55.84%; 1+2 = 51.84%; 1+3 = 49.95%) (P < 0.01) independent of dilution.
Progressive motility was higher when semen was cooled during 48h in 1+3 dilution at
15°C (39.72%; P < 0.05). Mitochondrial activity despite of time and temperature was
similar (P > 0.05) among dilutions. In experiment 2, the buffer effect of sodium
bicarbonate and HEPES on extenders were evaluated considering the maintenance of
sperm viability after cooling at 5°C during 24 and 48h. A non-buffered milk powder
extender (C = control) and the same extender buffered with Sodium Bicarbonate (A)
and HEPES (B) was used. Semen from 7 Brazilian ponies (three ejaculates / pony) was
used. Immediately after dilution sperm motility was evaluated and progressive motility
was similar with all extenders (P > 0.05). At 24 and 48h after cooling at 5°C sperm
motility was evaluated, respectively, on groups A (44.76%; 25.23%), B (51.42%;
38.09%) and C (54.05%; 41.66%). Plasma membrane integrity was similar after
exposure to the three extenders. Before cooling, mitochondrial activity was higher (P
<0.05) in extender A (A = 1.05nm, B = 0.81nm, C = 0.79nm). Mitochondrial activity
after cooling for 24h was 0.83nm (A), 0.73nm (B) and 0.64nm (C). After 48h it
decreased to 0.72nm (A), 0.69nm (B) and 0.63nm (C) (P > 0.05), respectively. The
extenders pH, osmolarity and pH of diluted semen was higher in A (8; 382; 7.9),
intermediate in B (7.5; 362; 7.32) and lower in C (7.16; 350; 7.07). Lipid peroxidation
and its induction were similar in all groups. It was concluded that all dilution grades in
fresh semen were adequate and that pH was affected and increased when semen was
extended and cooled for 48h. The best results were observed when semen was diluted at
1+3 and cooled at 15°C for 48h in a non buffered powder milk extender. Sodium
bicarbonate (A) reduces progressive motility and increases semen pH. The non buffered
(C) semen extender was considered more appropriated for semen dilution for immediate
use in artificial insemination. The non buffered and HEPES buffered semen extenders
were considered appropriated for cooling equine semen at 5°C during 48h.

Keywords: sperm, sodium bicarbonate, HEPES, cooling



Capitulo 1

FIGURA1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

Capitulo 2

FIGURA1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURAS

LISTA DE FIGURAS

Motilidade progressiva de espermatozoides de poneis da raca
Brasileira em diluente a base de leite em p6 desnhatado em trés
diferentes dilui¢Bes (1+1, 1+2, 1+3) e resfriados a 5°C e 15°C (P

Percentual de espermatozoides reagentes ao teste hiposmotico a
fresco e ap6s 24h e 48h de resfriamento do sémen de pbneis da
raca Brasileira a 5°C ou 15°C em trés diferentes dilui¢bes (P <

Absorbancia da atividade mitocondrial dos espermatozoides de
poneis da raca Brasileira resfriados a 5°C, 15°C e a fresco
diluidos em trés diferentes diluigdes (P = 0.049)........ccccecerervnnrnns

Valores de pH do sémen de poneis da raca Brasileira diluido em
trés diferentes diluicbes a fresco e ap6s 24h e 48h de
resfriamento a5 e 15°C (P < 0.0001).......ccccevvevieiieieeiesiesie e

Médias da motilidade espermatica progressiva do sémen de
pOneis da raca Brasileira resfriado a 5°C por 48h em diluentes
com bicarbonato de sodio (A), B (HEPES) ou sem tampéo (C) (P
T 0.0278) .

Médias do percentual de espermatozoides de pbneis da raca
Brasileira reagentes ao Teste Hiposmdtico, resfriados a 5°C em
diluentes com bicarbonato de sédio (A), HEPES (B) ou sem
tampdo (C), por 48h (P > 0.05).....cccccviiiiicieceecece e

Valores de absorbancia da atividade mitocondrial do sémen de
poneis da raca Brasileira nos diluentes com bicarbonato de sédio
(A), HEPES (B) ou sem tampdo (C), resfriados por 48h a 5°C (P

Valores de absorbéncia de diluentes para sémen equino com
bicarbonato de sodio (A), HEPES (B) e sem tampéo (C).

Valores de pH do sémen diluido de pbneis da raca Brasileira em
diluente com bicarbonato de sédio (A), HEPES (B) ou sem
tampéo (C), a fresco e refrigerado a 5°C por 48h (P = 0.0278).....

35

36

36

37

49

50

51

51

52

vii



viii

FIGURA 6 Valores médios do pH dos diluentes A, B e C para sémen equino

FIGURA 7

a fresco (Oh) e nas 24h e 48h de resfriamento (P = 0.0278)........... 52

Valores médios de osmolaridade dos diluentes com bicarbonato
de sodio (A), HEPES (B) ou sem tampdo (C), a fresco (Oh) e
refrigerados a 5°C por 48h (P = 0.002)........ccccevvveviieiinieniereen 53



Capitulo 1

TABELA1

TABELA 2

Capitulo 2:

TABELA1

LISTA DE TABELAS

Médias e desvios-padrdes da motilidade progressiva, teste
hiposmatico, atividade mitocondrial e pH de sémen de pbneis da
raga Brasileira submetido a trés diferentes diluigOes a fresco e
resfriado a 5°C € 15°C POr 48h.......cccocvevveveiieie e,

Médias e desvios padrbes da motilidade progressiva, teste
hiposmotico, atividade mitocondrial e pH em trés diluigdes,
avaliados a fresco, 24h e 48h apds resfriamento do sémen de
poneis da raga Brasileira a5 e 15°C........cccooiiiiiiincniniceceee,

Composicdo quimica de solucbes diluentes com distintos
tampdes testadas em sémen de pbneis da raca Brasileira...............

34

35



ATP
Ca?

EROs

Mm
mOsM
MP

MTT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenosina trifosfato

fon calcio

Espécies Reativas de Oxigénio
Gramas

Horas

Teste hiposmético
Inseminacdo artificial
Percentagem

Potencial de Hidrogénio
Nivel de significancia
Milimolar

Miliosmois

Motilidade progressiva

Atividade mitocondrial



1

2.1
2.2
2.3
2.4

2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10

2.11

2.12
2.13

3
4
5
6

SUMARIO
INTRODUGAO . .......cootiieieeeeeeeeeeiess s sesisse s assnsenanens 11
REVISAO BIBLIOGRAFICA.......oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
SBIMEBN. ettt 13
Espermatozoide e membrana plasmatica............ccocevvvveieinnencnc e 13
Diluentes para SEMeN BQUINO.........ocvrereiireiieie et 14
Diluentes a base de leIte.........ccoouviiiiiie e 16
2.4. 1 TAMPOES. ..c.eeeetiitietet ettt bttt bbb 16
2.4.2 ANLIDIOTICOS. ... cviiiiiieieiece s 18
P H e neas 18
OSMOIAFTAATE. ...t nne s 19
Plasma SEMINAL .......cooouiiiiiee e 20
DIlUIGEOD 00 SEIMEN.....cuiiiiiiiieiie ettt 21
Acdo do frio sobre a célula espermatica...........c..ccocvvivrnienenene e, 21

Resfriamento do sémen: curvas de resfriamento e sistemas de

FESTIIAMENTO. ...cviiiice et nreas 22
Variagao iNAIVIAUAL...........ccooiiiiiiiie e 23
Peroxidacao lipidica dos espermatozoides...........ccuvereneieiesiesesesiennnns 24
Técnicas de avaliagao dO SEMEN..........ccoviirriieiie e 26
2.13.1 Motilidade eSPermAtiCa...........cocerrrieiriieieesereec e 26
2.13.2 Funcionalidade de membrana — Teste hiposmotico...... .....cccceveee.. 27

2.13.3 Atividade mitocondrial através da reducdo do Tetrazolium

(Y 1 TS 28
2.13.4 Peroxidacdo lipidica detectada através de substancias reativas ao

acido tiobarbitlrico (TBARS).......ccooiiirireeese e 28
CAPITULO Lottt 30
CAPITULO 2.t 43
COMITE DE ETICA. ..ottt 57
CONCLUSOES. ...t 57

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... oo e 58

Xi



11

1 INTRODUCAO

A tecnologia de resfriamento de sémen teve grande impacto sobre a inddstria da
reproducdo equina, especialmente ao longo dos ultimos anos, com a aceita¢do do uso de
sémen resfriado pela maioria das ragas equinas (LOOMIS, 2006). A taxa de fertilidade
do sémen refrigerado pode ser alterada por fatores incluindo diferencas inerentes ndo so
pela variacdo individual entre garanhfes, mas também como a metodologia de
processamento e refrigeracdo do sémen, além do diluente de sémen utilizado (AURICH,
2008, NUNES et al., 2008).

Em 1975, a formulacdo de um diluente a base de leite desnatado e glicose foi
publicado por Kenney e colaboradores. Este diluente se tornou popular e impulsionou o
uso da inseminacdo artificial. A busca por novos diluentes ou modificagdes nos
diluentes existentes no mercado nacional para promover melhores resultados é
constante. Novos diluentes para resfriamento de sémen equino foram desenvolvidos
para melhorar o meio para os espermatozoides e a sua longevidade (AURICH, 2008). A
evolucdo do uso do sémen resfriado gerou o desenvolvimento de novos diluentes que
atuam garantindo maior tempo de armazenamento, mantendo assim a capacidade
fecundante o maior tempo possivel com reducdo de problemas como a qualidade do
sémen (COCCHIA et al., 2011).

O uso de diluente adequado é essencial para a protecdo do espermatozoide equino
durante seu armazenamento (BATELLIER et al., 1997). Sabe-se que os diluentes
prolongam a vida dos espermatozoides, estabilizando os sistemas enzimaticos e mantém
a integridade da membrana. Além disso, protegem o espermatozoide de condicOes
ambientais desfavoraveis, como choque térmico, dos efeitos prejudiciais do plasma
seminal e de produtos tdxicos produzidos pelos espermatozoides, prevenindo o
crescimento de microrganismos, aumentando o volume a ser inseminado e melhorando
a motilidade espermatica (PICKETT & AMANN, 1987). Os diluentes também séo
utilizados para aumentar a viabilidade do sémen de garanhGes subférteis
(BLANCHARD et al., 1987). Resfriando-se 0 sémen é possivel diminuir o estresse
causado pelo transporte, bem como 0s riscos com acidentes e aquisicdo de doencas
resultantes da exposicdo a agentes patogénicos de um novo ambiente (BRINSKO &
VARNER, 1992).
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Os diluentes devem ter pH e pressdo osmotica similares aos do sémen (PICKETT
& AMANN, 1987). Como a osmolaridade do fluido seminal é de aproximadamente 300
mOsmol/kg (PICKETT et al., 1976), a osmolaridade do diluente deve variar entre 300 e
400 mOsmol/kg, considerando-se ideal 350 mOsmol/kg (VARNER et al., 1991). O pH
deve variar entre 6,7 e 7,2 sem interferir na viabilidade espermatica durante o
armazenamento (BRINSKO & VARNER, 1992).

Os fatores externos as células espermaticas, tais como alteracdes na composicao,
pH, temperatura e osmolaridade do meio que as circunda, podem provocar alteracfes
irreversiveis em suas membranas limitando a funcdo fertilizante dos espermatozoides
(WATSON, 2000). O continuo metabolismo espermatico produz grandes quantidades
de catabolitos toxicos, acarretando aumento do &cido latico no meio extracelular. Este
acumulo pode causar a morte dos espermatozoides devido a drasticas alteracdes do pH
no meio extracelular, justificando a necessidade de adicdo de tampdes ao diluente
(HOLT, 2000).

Neste estudo comparou-se a acdo de dois componentes quimicos com acao
tamponante, o Bicarbonato de Sédio e o HEPES, adicionados ao diluente composto por
leite desnatado (em pd) e glicose sobre o pH e viabilidade do sémen de pbneis da raga
Brasileira resfriado por 48h a 5°C. O efeito de trés diluigdes (1+1, 1+2 e 1+3) do sémen
também foi avaliado em diluente a base de leite em p6 desnatado sem tampdo sobre o

pH e viabilidade do sémen refrigerado a 5 e 15°C.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sémen

O uso de sémen equino resfriado ocorre em nivel mundial sendo enviado,
inclusive por via aérea, para regides muito distantes. O envio de sémen reduz os gastos,
evita o transporte de éguas até o local onde se encontra o garanhdo de escolha e amplia
consideravelmente o numero de garanhGes disponiveis para os proprietarios das éguas
(COCCHIA et al., 2011).

O sémen é composto por uma populacdo heterogénea de espermatozoides viaveis
e ndo viaveis suspenso nas secrecOes de varias glandulas sexuais acessorias.
Adicionalmente, também pode conter outras células como por exemplo os leucdcitos,
células epiteliais, eritrocitos, células germinativas imaturas, além de contaminantes tais
como bactérias, virus e urina (LOOMIS, 2006).

O garanhdo ejacula em uma série de cinco a oito jatos ou fraces e a composi¢do
de cada fracdo é variavel. As primeiras secre¢cBes ndo contém espermatozoides e
originam-se principalmente das glandulas bulbouretrais. Os préximos dois ou trés jatos
contém a maioria dos espermatozoides (fracBes ricas em espermatozoides) e as fracdes
finais contém poucos espermatozoides e sdo compostas principalmente por secregdes
das vesiculas seminais (MANN et al., 1963; KATILA et al., 2002). O ejaculado ideal
para ser utilizado no resfriamento € aquele que contém baixo volume, alta concentracao
espermatica e alto nimero de espermatozoides com motilidade progressiva (AURICH,
2011).

2.2 Espermatozoide e membrana plasmatica

Os espermatozoides sdo ceélulas altamente diferenciadas e especializadas em
armazenamento e transporte de material genético (AURICH, 2005). O espermatozoide
consiste em cinco areas especificas: o acrossoma, segmento equatorial, basal, a peca
intermediaria e cauda (LADHA, 1998).

Como o espermatozoide maturo perde a maioria de suas organelas celulares e a

transcricdo do DNA cessou, a sintese de proteinas e 0s mecanismos de reparo ndo estéo
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disponiveis, danos a membrana plasmatica dos espermatozoides resultam em perda
irreversivel de suas funcdes (EDDY & O'BRIEN, 1994). As alteracbes na membrana
também induzem alteracbes de acrossoma o0 que causa reducdo da longevidade e
capacidade de fertilizagdo espermatica quando inseminados (MARSHBURN et al.,
1992). As alteragdes fisiologicas da membrana plasmatica apés a ejaculacdo sdo
relacionadas a capacitacdo, ou seja, a aquisicdo da capacidade fecundante e isso resulta
em padréo diferente de motilidade denominada de hipermotilidade (YANAGIMACHI,
1994).

A membrana plasmética de espermatozoides equinos possui teor relativamente
elevado de colesterol, que é de aproximadamente 37%. No entanto, o teor de colesterol
ndo so difere entre espécies, mas também entre machos dentro de uma espécie e entre
ejaculados de um unico garanhdo (GADELLA et al., 2001).

2.3 Diluentes para sémen equino

Os diluentes de sémen sdo solugdes destinadas a proteger os espermatozoides de
condicGes desfavoraveis e prolongar sua sobrevivéncia durante o resfriamento e
transporte, alem de aumentar o volume da dose inseminante e auxiliarem na analise do
sémen (PICKETT & SHINER, 1994; DARENIUS, 1998).

Uma variedade de diluentes com a combinacdo de diversos componentes
(acucares, eletrélitos, tampdes, gema de ovo, leite, antioxidantes, antibidticos, etc.) tem
sido desenvolvida para melhorar a qualidade de sémen equino resfriado, mantendo a
qualidade do movimento e a integridade das membranas espermaticas, melhorando com
isso a fertilidade (PAGL et al., 2006). Um diluente adequado tampona alteracdes de pH
do sémen, mantém a osmolaridade da amostra, proporciona fontes de energia e de
proteina para 0 metabolismo dos espermatozoides, estabiliza a membrana durante
mudancas na temperatura, reduz os efeitos prejudiciais do plasma seminal, proporciona
propriedades antibacterianas por meio dos antibidticos (AURICH et al., 2007) e mantém
a integridade da cromatina (LOVE et al., 2002).

Os componentes dos diluentes desempenham um papel importante na
sobrevivéncia dos espermatozoides em baixas temperaturas mantendo o meio e, direta

ou indiretamente, afetando a membrana espermatica (CRESPILHO et al., 2013). Os



15

diluentes de sémen s&o preparados principalmente com leite ou gema do ovo de galinha.
Os diluentes com composicao semelhante a original, publicada por Kenney et al. (1975)
sdo os mais populares e utilizados mundialmente. Estes diluentes sdo de baixo custo,
faceis de preparar, podem ser armazenados sob a forma congelada e resultam em taxas
de fertilidade aceitaveis. Os diluentes para sémen equino comercializados no Brasil sdo
EZ — Mixin® (CST), Max Sémen® (Agrofarma), Botu-Sémen® e Botu-Turbo®
(Biotech Botucatu), Equimix® (Nutricell), sendo que todos utilizam leite e ou derivados
em sua composicdo (RAPHAEL, 2007).

A glicose e sacarose ou a combinacdo de ambas foram os primeiros agucares
utilizados em diluentes de sémen. Produtos metabolizdveis como frutose, lactose,
rafinose, sacarose, piruvato e, mais comumente, glicose fornecem substratos adequados
para a producdo de ATP pelos espermatozoides (KATILA, 1997).

Os diluentes constituidos de gema de ovo produzem resultados semelhantes aos
diluentes a base de leite, mas sdo mais complexos para processar e geralmente néo
resultam em qualidade do sémen ou fertilidade aumentada (MALMGREN et al., 1994).
Phillips & Lardy (1940) demonstraram que a gema do ovo preveniu o dano causado
pelo choque térmico em espermatozoides bovinos durante o resfriamento. Com isso, a
gema de ovo foi utilizada para prevenir o choque térmico em varias espécies, inclusive
em espermatozoides equinos. Estudos subsequentes demonstraram que é a fracdo de
lipoproteinas de baixa densidade da gema de ovo (PACE & GRAHAM, 1974) e a
porcdo de fosfolipidios das lipoproteinas (WATSON, 1976), em particular, que
beneficiam os espermatozoides durante o resfriamento. Com isso, lipoproteinas e
fosfolipidios de outras fontes (leite, leite desnatado e produtos da soja) tém sido
utilizados e testadas em diluente para resfriamento de sémen equino. Um dos principais
problemas dos diluentes de sémen a base de leite ou de gema de ovo é o fato de que
esses produtos bioldgicos consistem de uma variedade de substancias (PAGL et al.,
2006) e por isso podem variar conforme a partida e o tipo de fabricacao.

Aurich e colaboradores (2007) testaram trés diluentes para resfriamento de sémen
equino: EquiPro a base de caseinatos definidos e proteinas especificas do leite, EquiPro
TM contém os mesmos componentes porém comercializado diluido e o0 AndroMed-E, a
base de lecitina da soja. O diluente com lecitina da soja apresentou 0s menores valores

de viabilidade espermatica durante os 4 dias de resfriamento.
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Na Ultima década, diluentes com composicdo mais complexas tem sido
desenvolvidos, como por exemplo: o INRA-82 de origem francesa que € composto de
glicose, lactose e rafinose como agUcares e como tampdo, HEPES, citrato de potéassio,
citrato de sddio e a Unica fracdo de leite é os fosfocaseinatos nativos; o INRA-96 (IMV
Technologies, L’Aigle Cedex, Franga) a base também de fosfocaseinatos, HEPES,
glicose, sais de Hank e lactose; o EquiPro (Minitlb, Tiefenbach, Alemanha) a base de

leite com composicdo semelhante ao INRA-96; e muitos outros.

2.4 Diluentes a base de leite

Embora ndo se conhecga 0 exato mecanismo de protecdo do leite contra o choque
térmico, provavelmente as proteinas do leite agem de modo similar as lipoproteinas da
gema de ovo, ou seja, estabilizando as membranas (AMANN & GRAHAM, 1993). De
acordo com Batellier et al. (1997), o leite € um fluido bioldégico com complexa
composic¢do, superior a 100.000 moléculas ¢ que a PB-lactoglobulina é benéfica,
enquanto que a o-lactoalbumina é prejudicial a sobrevivéncia dos espermatozoides.
Batellier et al. (2001) relatam que a protecdo conferida pelos componentes do leite
estaria relacionada aos seus efeitos antioxidantes.

Os diluentes de sémen equino a base de leite sdo os mais populares para o
processamento e armazenamento (AURICH, 2008). O uso do leite desnatado como um
dos componentes da solucdo diluente foi primeiramente relatado por Kenney e
colaboradores (1975), obtendo 58% de taxa de prenhez para as éguas inseminadas.

Apesar da grande maioria dos meios utilizados para diluicdo de sémen equino
refrigerado ser composta de leite desnatado e glicose, variacGes estdo comercialmente
disponiveis e diferem principalmente quanto a composi¢do de antibidticos e aglcares
(SQUIRES et al., 1999; VARNER, 2003).

2.4.1 Tampdes
No passado, poucas substancias adequadas para o uso como tampdes de ions de

hidrogénio para pH 6 e 8 estavam acessiveis e como resultado, alguns tampdes

inadequados foram utilizados (GOOD et al.,, 1966). Atualmente, as principais
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substancias tampdo adicionadas aos diluentes de sémen sdo bicarbonato de sodio
(NaHCOg), citrato de sodio e HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-
etanosulfonico). A eficiéncia das substancias tamponantes é dependente do pH do meio,
sendo que cada substancia tampao tem um intervalo 6timo de pH para agir.

As caracteristicas para uma substancia tamponante adequada sdo: ter pH entre 6 —
8, solubilidade méaxima em &gua, minima solubilidade em outros solventes, ndo passar
facilmente por membranas bioldgicas, produzir o minimo de efeitos, influéncia minima
da concentracdo do tampdo, temperatura e composicdo ionica do meio sobre a
dissociacdo do tampdo. A substancia deve ser estavel, os complexos formados com
cations devem ser reversiveis ou ndo formar complexos, resistentes a degradacdo
enzimatica e ndo enzimatica, ndo devem absorver luz para ndo interferir em testes que
utilizem espectrofotémetro, facil preparo e baixo custo (GOOD et al., 1966).

Algumas destas caracteristicas, como polaridade extrema, reduzida penetracao de
membrana, redugdo de efeitos de ions e cristabilidade so as caracteristicas de tampdes
zwiteridnicos (GOOD et al., 1966). Por definicdo, zwitterion € um ion que apresenta
cargas positiva e negativa no mesmo grupo de atomos, podendo ser formado por
compostos que contém grupos acidos e basicos. Juntos, eles sdo internamente
neutralizados e, entdo, metabolicamente inertes. Um exemplo de tampdo do grupo
zwitteridnico é o tampédo HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico).

O pH mais eficiente do bicarbonato de sodio (pH 6,8-7,2), HEPES (pH 7,0-8,0) e
mesmo do citrato de sodio (cerca de 8) estd proximo do pH do sémen durante o
armazenamento. Consequentemente, estes tampdes sao utilizados com sucesso em uma
variedade de diluentes. Do ponto de vista bioquimico, o uso com sucesso do EDTA
(&cido etilenodiaminotetracético) no diluente para sémen equino é questionavel, pois a
capacidade de tamponamento 6tima deste produto esta na faixa de 4-5. Produtos lacteos
em diluentes também fornecem alguma capacidade tamponante (AURICH, 2011).

Os tamp0Bes zwiterionicos, tais como TES (acido N-tris (hidroximetil) metil-2-
aminoetanosulfénico), HEPES e PIPES (&cido piperaxin-N,N'-bis(2-etanosulfonico))
possuem melhor capacidade tampdo do que o TRIS (tris(hidroximetil)aminometano)
(GOOD et al., 1966). Além disso, Crespilho e colaboradores (2013) constataram que 0S
diferentes tampbes zwiteribnicos ndo afetam a integridade da membrana dos

espermatozoides. No entanto, 0s espermatozoides incubados em BES (acido N,N-Bis(2-
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hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico)  apresentaram  maior motilidade do que
espermatozoides mantidos em meios contendo HEPES ou MES (acido 4-

morfolinetanossulfonico) .

2.4.2 Antibioticos

O pénis do garanhdo contém flora microbiana natural que pode contaminar o
sémen durante a ejaculacdo. Tradicionalmente, os antibidticos foram adicionados aos
diluentes para inibir o crescimento bacteriano no sémen armazenado e proteger a égua
da endometrite pds-cobertura (JASKO et al., 1993). No entanto, ndo somente as
bactérias, mas também certos antibidticos podem ter efeitos prejudiciais sobre os
espermatozoides, como por exemplo, a gentamicina e sulfato de polimixina B
(concentracdo de 1 g/L ou concentragcbes mais elevadas), diminuem a motilidade do
sémen durante o resfriamento (JASKO et al., 1992; AURICH & SPERGSER, 2007).

A maioria dos diluentes comerciais disponiveis sdo oferecidos com ou sem
antibidticos. Os antibidticos mais utilizados em diluentes incluem a combinacdo de
penicilina potassica e sulfato de amicacina, gentamicina ou ticarcilina. Idealmente, um
antibidtico em um diluente eliminaria todos os microrganismos sem influenciar na
qualidade espermatica (BRINSKO, 2011).

2.5 pH

Para avaliar a qualidade do diluente, devem ser aferidas a pressao osmotica e o pH
(DARENIUS, 1998). O pH do ejaculado equino varia entre 6,8 e 7. O pH de diluentes
nesta faixa € tolerado sem efeitos prejudiciais. Os diluentes devem tamponar o pH do
sémen diluido em resposta a producdo de substancias metabdlicas dos espermatozoides
ou bactérias contaminantes (AURICH, 2011).

O pH do sémen pode ser influenciado pela estacdo do ano, frequéncia de
coletas/coberturas e concentracdo espermatica. Existe uma correlacdo negativa entre o
volume seminal e o pH e entre 0 numero de espermatozoides no ejaculado e o pH,
guando o nimero de espermatozoides no ejaculado diminui o pH aumenta (PICKETT et
al., 1987).
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Geralmente, durante 0 armazenamento, espermatozoides e bactérias
contaminantes produzem metabdlitos que podem reduzir o pH do diluente, reduzindo o
metabolismo e a motilidade espermatica (YANIZ et al., 2011). Para evitar que estas
alteraces acontecam tampdes zwiterionicos devem ser utilizados para diminuir a
alteracdo no pH durante o resfriamento (RASUL et al., 2000), e isso pode ser crucial na
preservacdo do sémen.

Wendt et al. (2002) avaliaram o efeito do pH do diluente sobre a motilidade do
sémen armazenado a 5°C por 24 horas. Nesse experimento, o sémen de oito garanhdes
foi diluido em diluente a base de leite desnatado, glicose e sacarose, com pH ajustado
para 6,4; 6,6; 6,8; 7,0; 7,2; 7,4; 7,6 e 7,8. A motilidade total foi similar entre os
tratamentos, porém a motilidade progressiva foi superior na faixa de pH entre 6,4 e 7,4,

sendo os melhores resultados obtidos com pH 6,6 e 6,8.

2.6 Osmolaridade

Os espermatozoides equinos tém tolerancia osmotica limitada em comparagédo
com outras espécies de mamiferos, tais como bovinos e humanos (SIEME et al., 2008).
A osmolaridade do sémen equino é de aproximadamente 300 mOsm/L e, portanto, a
osmolaridade dos diluentes de sémen pode variar entre 250 e 400mOsm/ L, sem causar
perdas significativas. Uma ligeira hiperosmolaridade do diluente parece ser benéfica
para a preservacdo das fungdes do sémen. Melhores resultados da longevidade do sémen
sdo notados com osmolaridade proxima 350 mOsm/L (AURICH, 2011)

O edema do espermatozoide em resposta a tensdo hipotdnica ¢ uma forma de
avaliar a integridade funcional da membrana plasmatica (JEYENDRAN et al., 1984). A
viabilidade das células expostas a 150 mOsm kg, cai abaixo de 60% (POMMER et al.,
2002). A pesquisa de Ball & Vo (2001) demonstrou que a motilidade do sémen equino
reduz para menos de 50% quando as células sdo expostas a solugdes abaixo de 200 ou
acima de 400 mOsm kg*. Além disso, apds o retorno a condigo isotdnica, a motilidade
ndo e diferente da observada quando o sémen é mantido em condigdes anisotonicas.
Quando em condic¢des hipotonicas, os espermatozoides dobram e enrolam seu flagelo
(DREVIUS & ERIKSSON, 2008).
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2.7 Plasma seminal

A porcdo fluida do ejaculado, no qual os espermatozoides estdo presentes, é
conhecida como plasma seminal (GARNER & HAFEZ, 2004), que é derivado
principalmente de secre¢fes do epididimo e glandulas sexuais acessorias. Estudos
comprovam que no plasma seminal existem substancias moduladoras da resposta
inflamatdria uterina pos-cobertura, que auxiliam na limpeza uterina de éguas suscetiveis
a endometrite pds-cobertura (TROEDSSON, 1999). Além disso, o plasma seminal
contém ocitocina e prostaglandinas, que promovem a contracdo uterina visando o
transporte do gameta masculino até o local da fertilizacdo (KATILA, 2001) e
substancias antioxidantes como a cisteina, ergotioneina e glutationa peroxidase, capazes
de minimizar os efeitos da peroxidacdo lipidica (AMANN & GRAHAM, 1993). E
também, a superdxido dismutase e a catalase foram identificadas como controladoras do
balanco entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e sua neutralizagdo
(KANKOFER et al., 2005).

Sabe-se que grandes concentracdes de plasma seminal no resfriamento do sémen
equino sdo prejudiciais a motilidade e fertilidade (JASKO et al., 1992). No entanto, a
remocao completa do plasma seminal ndo aumenta a longevidade do sémen, assim 5% a
20% de plasma seminal deve ser mantida apos a centrifugacdo (JASKO et al., 1992;
LOOMIS, 2006). Os efeitos benéficos do plasma seminal podem estar relacionados a
suas propriedades antioxidantes que séo ainda reforgadas pela interacdo com o diluente
de sémen (KANKOFER et al., 2005).

H& mais de trés décadas se tem conhecimento de que para reduzir os efeitos
adversos que o plasma seminal exerce sobre os espermatozoides, o sémen pode ser
diluido com, pelo menos, quatro partes de diluente para uma parte de sémen de tal modo
que o percentual de plasma seminal ndo exceda 20% (VARNER et al., 1987). Os efeitos
adversos do plasma seminal sobre o0s espermatozoides resfriados podem ser
parcialmente atribuidos a atividade das lipases endégenas (CARVER & BALL, 2002).
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2.8 Diluicao do sémen

A diluicdo do sémen depende da concentracdo inicial da amostra e do nimero
total de espermatozoides progressivamente moveis. Samper (2009) constatou que o
sémen com 100 milhdes de espermatozoides deve ser diluido na propor¢do 1:3
(sémen:diluente). Cada aumento de 50 milhdes de sptz/mL ird aumentar a diluicdo por
1, no entanto quando a concentracdo é entre 450-500 milhGes/mL a taxa de diluicdo
deve ser 1:10. Isso resultara em uma concentracdo espermatica de 25-50 milhées/mL.

O diluente pode alterar ligeiramente o padrdo de motilidade, geralmente
aumentando as medidas de velocidade. Depois da dilui¢do inicial, alto percentual de
espermatozoides podem apresentar um padrdo de motilidade circular, no entanto esse
comportamento geralmente se resolve apds 5-10 minutos de exposicdo ao diluente
(VARNER, 2008).

Quando a qualidade do sémen puro é boa a excelente, os fatores de processamento
e manuseio do sémen gque podem ter o maior impacto sobre a qualidade e a fertilidade
do sémen resfriado sdo a composicédo do diluente, curvas de resfriamento e qualidade da

embalagem, taxa de dilui¢do e o processo de inseminacdo (SAMPER, 2009).

2.9 Acdo do frio sobre a célula espermatica

As alteracBes caracterizadas por movimento alterado, rapida queda da motilidade
espermatica, lesdes nas membranas, reducdo do metabolismo, perda de enzimas e de
outros componentes intracelulares sdo caracterizadas como choque térmico e sdo
decorrentes da queda da temperatura em taxas superiores aquelas indicadas para a
espécie e ocorrem principalmente de 20°C a 5°C (AURICH, 2005).

As membranas espermaticas sao as estruturas mais afetadas pelo choque térmico
(AMANN & GRAHAM, 1993). Os danos causados pelo estresse térmico sao
decorrentes de danos estruturais diretos, como a ruptura de membranas, ou indiretos,
por alteracdes das funcdes celulares (SQUIRES et al., 1999).

A membrana plasmatica afetada pelo frio pode sofrer mudangas na sua
permeabilidade, que resulta em alteracGes funcionais e metabolicas, prejudicando a
motilidade e a capacidade fecundante dos espermatozoides (AMANN & GRAHAM,
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1993). O resfriamento pode induzir a ruptura acrossomal acarretando redugdo da
fertilidade (BEDFORD et al., 2000). As lipoproteinas da gema de ovo e do leite
produzem modificagdes estruturais na membrana espermatica, estabilizando e
provocando adaptacdo do espermatozoide a baixas temperaturas (VARNER et al.,
1988).

Nem todos os garanhdes podem ser usados no resfriamento de sémen, a fertilidade
ird diminuir quando o sémen é processado, resfriado e transportado (AURICH, 2008). O
resfriamento reduz o catabolismo espermatico, o que € necessario para a preservagdo do

ejaculado por longos periodos (SQUIRES et al., 1999).

2.10 Resfriamento do sémen: curvas de resfriamento e sistemas de resfriamento

O resfriamento diminui a atividade metabdlica dos espermatozoides, diminui as
reagdes quimicas, reduz o crescimento e a atividade microbiana resultando no aumento
da vida fértil do espermatozoide (PICKETT & AMANN, 1987). A fertilidade do sémen
refrigerado € mantida por 24-48h (JASKO et al., 1992). Se o sémen for enviado para
longas distancias, este deve ser embalado e resfriado em dispositivo adequado o que ira
auxiliar a manter a qualidade do sémen (BRINSKO et al., 1999). O sémen pode ser
armazenado a temperatura ambiente (20°C) por 12h sem perda significativa da
motilidade e capacidade fertilizante (VARNER et al., 1989). E também, se o transporte
do sémen ndo for superior a 30h e a temperatura ambiente permanecer moderada,
resultados satisfatérios podem ser obtidos (MALMGREN, 1998; BRINSKO et al.,
1999; NUNES et al., 2008).

Os danos aos espermatozoides sdo geralmente reduzidos se a taxa de resfriamento
é lenta (AMANN & PICKETT, 1987). Ao se resfriar o sémen de 37°C a 5°C, a taxa de
refrigeracdo deve ser controlada, principalmente entre 19°C e 8°C, intervalo este em que
pode ocorrer o choque térmico (MORAN et al., 1992). Os espermatozoides devem ser
resfriados lentamente (0,05°C/min) devido ao fato de que nesse intervalo de
temperatura a membrana de espermatozoides equinos sofre a transicdo da fase fluida
para o estado de gel (MORAN et al., 1992). A temperatura de 4 a 6°C e geralmente
considerada ideal para o armazenamento do sémen equino (VARNER et al., 1988;
VARNER et al., 1989).
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O aumento da popularidade do transporte de sémen criou 0 mercado de
containers. Diversos modelos adaptados especificamente para resfriamento e transporte
de sémen estdo disponiveis comercialmente, todos com sistema passivo de resfriamento.
O Equitainer® (DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984) é mais utilizado mundialmente
para resfriamento e transporte. Os sistemas passivos possuem a vantagem de serem mais
baratos, porém possuem taxa de refrigeracdo dependente de fatores como a temperatura
ambiente, o volume e a temperatura inicial da amostra. Ja os sistemas ativos possuem
taxas de refrigeracdo pré-determinadas, porém possuem custo elevado (VALLE et al.,
1999). Os containers devem ter completo isolamento térmico do meio exterior,
obtengdo de taxa de resfriamento lenta, proteger o sémen, ter estrutura forte, serem
simples, baratos, leves e de facil manuseio.

A temperatura ambiente a qual os containers sao expostos tem impacto sobre as
taxas de resfriamento e temperatura final de estocagem da amostra em seu interior,
influenciando algumas caracteristicas seminais (MALMGREEN, 1998). O estudo
conduzido por Brinsko et al. (2000) avaliou o efeito do armazenamento em containers e
diferentes temperaturas ambiente (-20°C, 22°C e 37°C) demonstrando que a motilidade
espermatica é mantida adequadamente na maioria dos containers disponiveis
comercialmente quando a temperatura ambiente esta entre 22°C e 37°C. No entanto, a
temperatura ambiente de -20°C por 6h resulta em reducdo na motilidade espermatica na

maioria dos containers.

2.11 Variagéo individual

Um fator importante que afeta a longevidade dos espermatozoides equinos
durante o armazenamento e transporte é o proprio garanhdo (AURICH, 2008). Ha uma
variacdo consideravel entre garanhdes na forma como seu sémen mantém a capacidade
de fertilizacdo apds o congelamento e descongelamento (KATILA, 2001). Garanhdes,
ou até mesmo ejaculados, mostram variagdes consideraveis na sua sensibilidade ao
choque térmico o que pode estar relacionado a diferencas no teor de colesterol da
membrana plasmatica (CROSS, 1998).

Os garanhdes podem ser classificados como "bons" ou "maus" resfriadores

baseado na adequacdo de sémen para ser utilizado para resfriamento e transporte
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(BRINSKO et al., 2000). Isso ndo depende apenas da qualidade do sémen puro, mas
também da composicdo da membrana plasmatica dos espermatozoides e do plasma
seminal (AURICH, 2005).

O aumento no numero de montas e o tempo de espera do garanhdo até a
ejaculacdo resultam em aumento no volume e na contagem total de espermatozoides e
também na diminuicdo da concentracdo de espermatozoides no ejaculado (AURICH,
2008). O tempo e 0 numero de montas até o sucesso da coleta de sémen ¢ influenciado
pela libido do garanhdo, ambiente e pratica de coleta de sémen. Pessoal inexperiente,
juntamente com ambiente e equipamentos inadequados sdo 0s piores pré-requisitos para
a coleta de sémen destinado a transporte e resfriamento. Montas repetidas ndo s6 afetam
a composicdo do sémen e da qualidade em si, mas também aumentam a probabilidade
de que sémen seja contaminado por bactérias da superficie genital do garanhdo
(AURICH & SPERGSER, 2007; PRICE et al., 2008).

Em garanhdes com baixa qualidade de sémen apds resfriamento, diferentes
diluentes devem ser testados para encontrar a combinacdo diluente-sémen ideal para

este garanhdo especificamente (AURICH, 2008).

2.12 Peroxidacdo Lipidica dos espermatozoides

Devido ao alto teor de acidos graxos insaturados, 0s espermatozoides de
mamiferos sdo propensos ao estresse oxidativo (KODAMA et al., 1996) que promove
mudancas na fluidez da membrana e estas levam a diminuicdo da capacidade de
fertilizacdo. A perda de motilidade e capacidade de fertilizacdo pode, em parte, ser
atribuida a processos de peroxidacdo lipidica da membrana plasmaética dos
espermatozoides (AITKEN, 1994; STOREY, 1997).

Durante 0 metabolismo fisiolégico dos espermatozoides, tanto a respiracdo
anaerdbia (glicolise) e aerdbia (ciclo do acido tricarboxilico) convertem
monossacarideos em ATP, que é utilizado para 0 movimento dos espermatozoides.
Residuos metabdlicos, tais como o acido latico e espécies reativas de oxigénio
(peroxido de hidrogénio), podem danificar irreversivelmente as células (GRAHAM,
2011).
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Em ejaculados coletados e no sémen processado, as espécies reativas de oxigénio
(EROs) séo induzidas principalmente pela contaminacdo por leucécitos e por
espermatozoides com excesso de citoplasma residual (AITKEN & BAKER, 2004;
BROUWERS et al., 2005). Além disso, sabe-se que o0s préprios espermatozoides
produzem EROs intracelularmente como resultado da atividade flagelar (GAVELLA &
LIPOVAC, 1992).

Enquanto a peroxidacéo leve parece ser um mecanismo fisiologico para promover
a capacitacdo do espermatozoide, a excessiva peroxidacdo pode danificar a membrana
plasmaética e resultar em perda de motilidade e/ou capacidade de fertilizacdo do sémen
(AITKEN & BAKER, 2004). Isso aumenta a permeabilidade da membrana e, assim,
diminui a atividade metabdlica da célula, devido a penetracdo das enzimas, substratos,
co-fatores de nucleétidos e ATP (STOREY, 1997). Portanto, a perda da motilidade esta
relacionada ndo s6 com a peroxidacdo de lipidios da membrana plasmatica, mas
também com a reducdo no fornecimento de energia através das mitocondrias, devido a
deplecdo de ATP (DE LAMIRANDE & GAGNON, 1992; RUIZ-PESINI et al., 1998).
As alteracbes espermaticas causadas pelo envelhecimento podem ser decorrentes de
instabilidade nuclear, perda de componentes intracelulares e, em especial, a peroxidacao
lipidica (AMANN & GRAHAM, 1993).

Os espermatozoides e o plasma seminal sdo dotados de mecanismos enzimaticos e
ndo enzimaticos de defesa contra EROs. Os mecanismos enzimaticos incluem glutationa
peroxidase, superoxido dismutase e catalase. Os sistemas de defesa contra EROs sdo
baseados em uma acdo combinada das enzimas antioxidantes e antioxidantes nao
enzimaticos (KANKOFER et al., 2005).

Dois métodos podem ser utilizados para reduzir a producdo de espécies reativas
de oxigénio e acido latico, estas incluem: a suspenséo dos espermatozoides em diluentes
que ndo contém oxigénio, forcando assim as células a respiracdo anaerdbica; e o
resfriamento do sémen que diminui o metabolismo celular e também ocasiona a
respiracdo anaerobica apds aproveitamento de todo o oxigénio presente no meio
(GRAHAM, 2011).
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2.13 Técnicas de avaliacao de sémen

A abordagem convencional para avaliacdo de sémen equino foi elaborada ha
varias décadas e inclui a avaliacdo da concentracdo espermatica, volume de sémen,
caracteristicas morfoldgicas e os padrdes de motilidade dos espermatozoides
inicialmente e apos armazenamento in vitro (VARNER, 2008). Para calcular o niUmero
total de espermatozoides no ejaculado é necessario mensurar o volume e determinar a
concentracdo espermatica. O volume é composto da fracdo gel e da fracdo livre de gel,
usualmente sua mensuracdo € efetuada em provetas graduadas e a concentracdo

espermatica é calculada através da fracdo sem gel.

2.13.1 Motilidade Espermatica

A motilidade € o pardmetro mais comumente utilizado na avaliacdo de sémen, em
laboratdrios e fazendas, porque é facilmente acessivel e rapido de executar (KATILA,
2001). Essa avaliacdo, no sémen puro e diluido € considerada um teste laboratorial
fundamental para avaliar a capacidade de fertilizacdo de espermatozoides de um
ejaculado. A avaliagdo do sémen puro e ndo diluido fornece uma indicacdo de como 0s
espermatozoides se comportam no seu fluido natural (VARNER, 2008). A correlacéo
entre a motilidade e fertilidade €, no entanto, variavel e baixa (SAMPER et al., 1991).

A avaliacdo da motilidade consiste na observacdo do padrdo de movimentacéo
dos espermatozoides usualmente efetuada sob microscopio de contraste de fase. A
motilidade dos espermatozoides é extremamente suscetivel as condi¢cdes ambientais
(por exemplo, excesso de calor ou frio, lubrificantes, luz, desinfetantes,
osmolaridade/pH do diluente de sémen), por isso € necessario proteger o sémen de
agentes ou condicBes prejudiciais antes da analise (VARNER, 2008). A avaliacdo da
motilidade também € dependente da experiéncia do avaliador por isso pode ser
considerada um método subjetivo de avaliacgéo.

Varias técnicas e instrumentos distintos foram desenvolvidos em um esforgo para
garantir uma avaliacdo objetiva (ou seja, imparcial) da motilidade. No entanto, estes
métodos (por exemplo, espectrofotdmetro, analise computadorizada) sdo geralmente

considerados muito tediosos ou caros para uso rotineiro. Os sistemas computadorizados



27

estdo atualmente em vigor em muitos laboratdrios de referéncia com a intencdo de
avaliar objetivamente as caracteristicas de movimentacdo dos espermatozoides
(VARNER, 2008). Apesar da disponibilidade comercial de varios sistemas de anélise
assistida por computador (CASA), a sua presenca ndo tem proporcionado 0 ensaio
definitivo para medir o potencial de fertilizacdo dos espermatozoides (AMANN &
KATZ, 2004).

2.13.2 Funcionalidade da Membrana — Teste Hiposmotico

As membranas bioldgicas sdo as responsaveis pela homeostase celular através de
suas trocas com o meio externo (DELL’AQUA et al., 2002). Quando o espermatozoide
é colocado em uma solucédo hiposm@tica, a agua entra no espermatozoide na tentativa de
alcancar o equilibrio osmético (JEYEDRAN et al., 1984).

O flagelo do espermatozoide, por apresentar uma membrana mais fragil do que a
presente na regido da cabeca, parece ser suscetivel a estas condicdes de teste
hiposmético (VAZQUEZ et al., 1997). Esta capacidade do flagelo de se dobrar na
presenca de uma solugdo hiposmética indica que o transporte de agua através da
membrana ocorre de forma fisioldgica e que a membrana se encontra integra e com
funcionalidade (FUSE et al., 1993).

O teste hiposmético (HOST) é um método simples, pratico e confidvel que tem
sido comumente utilizado nas avaliagdes rotineiras de sémen equino (ARRUDA et al.,
2011). Em equinos, o uso da agua destilada aquecida a 38°C foi adaptado por Lagares e
colaboradores (2000) para a avaliacdo da funcionalidade de membrana espermatica.
Para isso, a proporcdo de 1:3, ou seja, uma parte de sémen e duas de agua destilada deve
ser utilizada, perfazendo a osmolaridade aproximada de 100mOsm.Kg H.0O™.

A determinacdo da integridade funcional da membrana plasmatica tem sido
objetivo de vérios estudos. Os primeiros trabalhos foram realizados através de
esfregacos corados, principalmente com eosina ou a combinagdo de eosina com
nigrosina (HANCOCK, 1951; CAMPBELL et al., 1956; DOTT & FOSTER, 1972).
Atualmente, diferentes coloracfes fluorescentes como, por exemplo, iodeto de propidio

(P1), carboxyfluoresceindiacetato (CFDA) ou SYBR-14 sdo usados e foram validados
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para o sémen equino (GARNER et al.,, 1986; HARRISON & VICKERS, 1990;
HARKEMA & BOYLE, 1992).

2.13.3 Atividade mitocondrial através da reducdo do Tetrazolium (MTT)

O MTT (3 [4,5-dimetiltiazol-2-y1]-2,5-difeniltetraz6lio bromido) é um sal
tetraz6lico amarelo sollvel em &gua. Esse corante amarelo é convertido em formazan
purpura, insolivel em &agua, através da clivagem redutora do anel tetrazolico pela
sistema da succinato desidrogenase das mitocondrias ativas (SLATER et al., 1963).
Assim, a quantidade de formazan formado pode ser determinada através de
espectrofotbmetro e serve como estimativa do numero de mitocdndrias e, por

conseguinte, o nimero de células vivas na amostra (DENIZOT & LANG, 1983).

2.13.4 Peroxidagdo lipidica detectada através de substancias reativas ao &cido
tiobarbitarico (TBARS)

Apo6s a ejaculacdo e durante a manipulacdo, o sémen fica exposto a diversos
fatores, sobretudo ao processo de peroxidagdo dos lipideos da membrana plasmatica
promovido pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) (BOE-HANSEN et al., 2005;
FUNAHASHI & SANO, 2005; KANKOFER et al., 2005).

Ball et al. (2001) apontam para a importancia do estresse oxidativo causado pelas
EROs sobre a fungdo espermaética do sémen preservado por longos periodos, sugerindo
que a H20. parece ser a espécie reativa de oxigénio que provoca maiores danos aos
espermatozoides caracterizados pela perda de motilidade.

Os residuos metabdlicos, como éacido latico e/ou CO,, podem aumentar a acidez
do sémen causando prejuizos celulares irreversiveis pela peroxidagdo dos lipidios da
membrana. Uma leve oxidacdo parece promover a capacitacdo, entretanto o estresse
oxidativo acarreta prejuizos a membrana que resultam em perda da motilidade e reducéo
da fertilidade (AURICH, 2005).

Kankofer et al. (2005) estudando a concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico como indicador da peroxidacdo lipidica ndo detectaram aumento desta

substancia durante a estocagem do sémen equino a 5°C por 24 horas, concluindo que a



29

peroxidagdo lipidica ndo aumentava substancialmente durante o armazenamento do
sémen nestas condicdes, conferindo, assim, maior longevidade aos gametas. O
protocolo utilizado para medir a peroxidacéo lipidica através das substancias reativas ao

acido tiobarbitarico foi adaptado para equinos por Stradaioli et al. (2001).
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3 CAPITULO 1

Diluicdo e temperatura de resfriamento alteram o pH e a viabilidade de

espermatozoides equinos

J. M. Trentin*, M. F. Rodrigues, G. A. Pessoa, L. B. Araujo, R. O. Schenatto, M.
L. Jardim, K. V. Aires, M. |. B. Rubin
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM
*autor para correspondéncia: janislenetrentin@yahoo.com.br

RESUMO

Neste estudo avaliou-se o efeito da diluicdo e da temperatura de resfriamento
sobre a motilidade, integridade de membrana, pH e atividade mitocondrial do sémen
resfriado. O sémen de nove péneis da raca Brasileira foi diluido em diluente a base de
leite desnatado e sem tampdo, mantido refrigerado a 5 ou 15°C por 48h em trés
diferentes diluicbes (1+1, 1+2, 1+3), sendo utilizados dois ejaculados/pbnei. As trés
diluicbes ndo alteraram o0s parametros de motilidade, hiposmdtico, atividade
mitocondrial e pH a fresco (P > 0.05). A diluigdo 1+1 resultou em valores maiores de
pH (7,63 e 7,57) e menor motilidade progressiva, tanto a 5 quanto a 15°C. Maior
percentual de células integras (1+1=44,16; 1+2=48,16; 1+3=50,05) foi detectado a 15°C
(P < 0.01) independentemente da diluicdo. A atividade mitocondrial foi superior na
diluicdo 1+3 (0,86nm) a 5°C e na 1+1 (0,89nm), 1+2 (0,93nm) e 1+3 (0,92nm) a 15°C.
A motilidade progressiva foi maior (P < 0.05) com 48h de resfriamento (39,72%)
quando o sémen foi diluido a 1+3 e refrigerado a 15°C. A avaliacdo da atividade
mitocondrial ndo revelou diferencas (P > 0.05) entre as dilui¢des em funcdo do tempo e
temperatura. Na analise do sémen a fresco, a motilidade progressiva, pH, integridade de
membrana e a atividade mitocondrial foram similares nas trés dilui¢cBes utilizadas.
Entretanto, os melhores resultados em todos os parametros avaliados foram obtidos com
o resfriamento do sémen a 15°C e com a diluicdo 1+3. Sugere-se que, quando da
utilizacdo do sémen a fresco, qualquer das dilui¢des aqui testadas pode ser utilizada
com seguranca. O resfriamento do sémen diluido durante 48 horas modifica e eleva o
pH do sémen.

Palavras-chave: diluente, equino, sémen, resfriamento

ABSTRACT

The effect of dilution and cooling temperature was investigated based on pH,
sperm motility, membrane integrity and mitochondrial activity on analysis before and
after cooling. Ejaculates of nine Brazilian ponies, two ejaculates per pony, were diluted
in a non-buffered powder milk extender, cooled at 5°C or 15°C during 48h using three
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different dilutions (1+1, 1+2 and 1+3). No dilution interfered with pH, motility,
membrane integrity and mitochondrial activity of fresh semen. Samples diluted 1+1, at
5 or 15°C, showed higher pH values (7.63 e 7.57) and lower progressive motility. All
samples cooled at 15°C also showed a lower incidence of morphologically altered
spermatozoa (1+1 = 55.84%; 1+2 = 51.84%; 1+3 = 49.95%) (P < 0.01). Mitochondrial
activity was higher in 1+3 dilution (0.86 nm) at 5°C and 1+1 (0.89nm), 1+2 (0.93nm),
1+3 (0.92nm) dilutions at 15°C. Progressive motility was higher when semen was
cooled during 48h in 1+3 dilution at 15°C (39.72%; P < 0.05). Considering
mitochondrial activity no differences were observed when different dilutions of semen
were used (P > 0.05) a despite of time and temperature. There was similarity between
dilution grades on fresh semen when pH, progressive motility, mitochondrial activity
and membrane integrity were considered (P > 0.05). Although, the best results were
obtained when semen was diluted 1+3 and cooled at 15°C. It was concluded that, when
using fresh semen, all dilution grades herein are safe and that pH is influenced and
increased when semen is extended and cooled for 48h.

Keywords: extender, equine, semen, cooling

INTRODUCAO

O transporte de sémen refrigerado tem sido utilizado rotineiramente nos ultimos
20 anos. Hoje, a maioria das associagdes de raca de equinos permite o uso da
inseminacdo artificial e a criagdo de equinos tem usufruido dos beneficios desta
biotécnica (AURICH & AURICH, 2006). Ha mais de duas décadas busca-se aperfeicoar
um protocolo para o transporte de sémen equino refrigerado (HECKENBICHLER et al.,
2011), ja que a temperatura, o tempo de armazenamento, o diluente, a diluicéo e a curva
de resfriamento comprometem a sua capacidade de fertilizacdo (VIDAMENT et al.,
2012).

A manutencdo da viabilidade espermatica por pelo menos 24h é fundamental, pois
este € 0 tempo comumente necessario para que as amostras de sémen sejam recebidas
pelos destinatarios (SQUIRES et al., 1999). No Brasil, pela sua extensdo e pela
precariedade de infraestrutura dos transportes esse prazo pode se estender as 48h. Este
intervalo entre a coleta e a utilizacdo conduz a constante procura para melhorar a
capacidade de manutencdo da viabilidade espermaética. Para a avaliacdo da viabilidade
sdo utilizados testes de motilidade espermatica, teste hiposmotico (LAGARES et al.,
2000) que permitem avaliar a funcdo da membrana plasmética e a atividade

mitocondrial (AZIZ et al., 2005). O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da
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temperatura de 5° ou 15°C e o de distintas diluicGes do sémen assim resfriado por até

48h sobre a viabilidade dos espermatozoides de poneis da raca Brasileira.

MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos de Janeiro a Junho de 2013 no Laboratorio de
Embriologia Animal da Universidade Federal de Santa Maria — RS, Brasil. Nove poneis
da raca Brasileira, com faixa etaria entre 9 e 13 anos foram submetidos a coleta do
sémen através da vagina artificial, rotineiramente, antes e durante o estudo.

Dois ejaculados de cada um dos nove p6neis foram obtidos com vagina artificial
modelo Hannover (GOTZE, 1949). As coletas foram conduzidas de acordo com os
procedimentos descritos por Klug & Sieme (2003).

As andlises macroscopicas de aspecto e volume do ejaculado foram efetuadas
imediatamente apos a coleta. O diluente utilizado foi adaptado de Kenney et al. (1975) e
compunha-se de 2,4g de leite desnatado (em p0), 4,99 de glicose (D(+)-Glicose Anidra,
Merck) e 95mL de agua ultrapura. Cada ejaculado foi dividido em seis fracdes e diluido
a 1+1 (sémen+diluente), 1+2 e 1+3. Na sequéncia, imediatamente apds a diluicdo, as
amostras foram submetidas a avaliagdo da motilidade, concentragdo, funcdo de
membrana plasmatica (Hiposmotico - HOST), pH e atividade mitocondrial (MTT).
Apbs a analise inicial, os tubos foram mantidos em geladeira regulada para 5 £ 1,6°C e
em Botubox® a 15°C por 24 e 48h. A velocidade de resfriamento em geladeira variou
entre 0,6 a 0,8°C/minuto. As mesmas avaliacbes foram realizadas as 24h e 48h de
resfriamento através da retirada de uma amostra suficiente para todo procedimento
diminuindo a exposicdo do material resfriado a temperatura ambiente por muito tempo.
As avaliacfes foram conduzidas ap6s 15 minutos de aguecimento das amostras em
mesa térmica ajustada a 37°C.

A concentracdo espermatica foi determinada através da contagem em camara de
Neubauer. A avaliacdo da motilidade espermatica foi efetuada de acordo com Varner
(1989). Na avaliacdo da funcionalidade da membrana espermatica utilizou-se o
protocolo descrito por Lagares et al. (2000). O protocolo descrito por Neild (2000) foi
adotado para classificar a morfologia das células espermaticas. O pH foi aferido no

sémen fresco diluido e nas 24h e 48 h de resfriamento (pH Meter Tec-2, Tecnal).
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Para a avaliacdo da atividade mitocondrial, uma amostra de cada grupo foi
centrifugada a 600 x g por 10 minutos e ajustada para a concentracdo de 100x10°
sptz/mL. Duas aliquotas de 200uL da amostra contendo 100x108células/mL foram
depositados em tubos de microcentrifuga de 2mL. Na sequéncia, 20uL da solucéo de
Tetrazolium (5mg/mL de Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (M2128, Sigma-
Aldrich) em PBS salino foi adicionado a esses tubos para proceder a incubacéo por 30
minutos em banho-maria a 37°C.

A cada tubo de microcentrifuga adicionou-se 200uL de solucdo de 0,04N de HCI
em Isopropanol. Em seguida, cada aliquota foi centrifugada a 12000 x g por 5 minutos.
O sobrenadante foi utilizado para mensurar a atividade metab6lica mitocondrial em
espectrofotometria de luz visivel com comprimento de onda de 540 nm, considerando o
branco a solucéo de diluente com leite desnatado e glicose + Tetrazolium + 0,04N HCI-
isopropanol. As aliquotas de cada garanh&o foram analisadas em duplicatas.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
UFSM protocolo n°065/2013.0 software SAS® (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary,
NC) foi utilizado para a analise estatistica. Os dados foram analisados através da analise
de variancia (ANOVA) e a comparacdo das medias foi feita através do Teste de

Duncan.

RESULTADOS

A média do volume dos ejaculados dos nove podneis utilizados foi 15,69 +
12,81mL e a concentracio total foi 330,83 + 208,79 x10%ptz/mL. A média da
concentracdo e o desvio-padrdo respectivamente da diluicdo 1+1 foi 165,41 + 104,39
x10%sptz/mL, da diluicdo 1+2 foi 110,27 + 69,59 x10%ptz/mL e na diluicdo 1+3 foi
82,70 + 52,19 x10%sptz/mL. O volume médio e desvio padrdo dos tubos na diluicdo 1+1
foi 10,46 + 8,54mL, na dilui¢do 1+2 foi 15,69 +£12,81mL e na diluicdo 1+3 foi 20,93
+17,09mL.

Levando em consideracdo a temperatura e as dilui¢cdes, na avaliacdo imediata apos
a coleta, ndo se observou alteracdo nos valores de motilidade progressiva, hiposmotico,
atividade mitocondrial e pH (P > 0.05) nas trés diluicdes do sémen. Valores superiores

de motilidade progressiva (MP; P < 0.0001) e menores valores de pH (P < 0.001) foram
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obtidos pelas diluigdes 1+2 e 1+3, tanto a 5°C quanto a 15°C comparada a dilui¢do 1+1.
Detectou-se que o maior percentual de células espermaticas com membrana integra
ocorreu a 15°C, mas ndo diferiu entre as trés diluicdes (Tabela 1). A atividade
mitocondrial foi superior (P = 0.0006) a 15°C. O maior valor de pH foi detectado na
diluicdo 1+1 tanto a 5°C como a 15°C.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdes da motilidade progressiva, teste hiposmotico,
atividade mitocondrial e pH de sémen de pb6neis da raca Brasileira submetido a trés
diferentes diluigdes a fresco e resfriado a 5°C e 15°C por 48h.

Diluicao 1+1 1+2 1+3 Valor de
Conservacao P
Motilidade Progressiva
A fresco 68,61 + 5,632 68,33 + 7,072 68,88 + 5,32
5°C 10,3 + 11,05¢ 30,55 + 14,91¢ 36,94 + 14% < 0.0001
15°C 17,08 + 9,95P 35,97 + 15,80% 42,22 + 12,38°
Hiposmatico
A fresco 62,22 +9,4° 61 +9° 60,88 + 11,11°
5°C 30,16 + 14,31¢ 35,55 + 13,2° 35,75+ 13,73¢  <0.0001
15°C 44,16 + 14599 48,16 + 13,524 50,05 + 11,36¢
MTT (nm)
A fresco 1+0,26° 0,91 +0,18% 0,93 +0,17%
5°C 0,74 £ 0,2 0,84 + 0,22 0,86 + 0,19¢%de 0.0006
15°C 0,89 + 0,23% 0,93 +0,2% 0,92 + 0,20%
pH
A fresco 7,25+0,172 7,13 £0,212 7,12 + 0,152
5°C 7,63 +0,34¢ 7,46 + 0,21 7,38 +0,11°¢ < 0.0001
15°C 7,57 £0,27% 7,37 £ 0,22 7,31 £0,15°

a, b, ¢ letras diferentes significam diferenca (P < 0.05) nas linhas e nas colunas

No momento da avaliacdo do resfriamento do sémen as 24 e 48h submetido a trés
diluicbes, as amostras diluidas a 1+1, independente da temperatura (Tabela 2)
apresentaram maior valor de pH (7,65 e 7,55, P < 0.01) e resultou em menor percentual
de motilidade progressiva (19,16% e 8,22%, respectivamente). Nas diluicdes 1+2 e 1+3
as 24h observou-se motilidade progressiva e pH semelhantes entre os tratamentos. No
teste de funcdo de membrana e da atividade mitocondrial os resultados foram
semelhantes nas trés dilui¢bes, tanto nas 24 como nas 48h de resfriamento.

Nas 48h de resfriamento, a diluicdo 1+3 apresentou maior percentual de células
com motilidade progressiva (35,55%, P < 0.05). Nas diluicdes 1+2 e 1+3 foram

observados valores menores de pH.
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Tabela 2. Médias e desvios padrdes da motilidade progressiva, teste hiposmotico,
atividade mitocondrial e pH em trés diluices, avaliados a fresco, 24h e 48h apos
resfriamento do sémen de poneis da raca Brasileiraa 5 e 15°C.

Diluicéo 1+1 1+2 1+3 Valor de P
Conservacao
Motilidade Progressiva
Afresco 68,61 +5,63a 68,33 + 7,072 68,88 + 5,32 < 0.0001
24 h 19,16 + 10,85° 39,72 + 13,51% 43,61 + 11,62¢
48 h 8,22 + 8,092° 26,8 + 14,79f 35,55 + 13,97¢
Hiposmotico
Afresco 62,22 + 9,42 61 + 92 60,88 + 11,112 <0.0001
24 h 43,91 + 14,810° 46,05+ 13,33° 46,52 + 13,56°
48 h 30,41 + 14,33° 37,66 + 15% 39,27 + 14,57%
MTT
Afresco 1+0,26 0,91 + 0,18%¢ 0,93+0,17% 0.03
24 h 0,86 + 0,21% 0,9 + 0,23%¢ 0,9 + 0,212
48 h 0,78 £ 0,24° 0,87 + 0,2%¢ 0,89 + 0,19%¢
pH
Afresco  7,25+0,17% 7,1340,212 7,12+0,152 <0.001
24 h 7,65 + 0,34° 7,45 + 0,24% 7,39 + 0,12
48 h 7,55+ 0,27% 7,39 + 0,25 7,3+0,14°

a, b, c letras diferentes significam diferenga (P < 0.05) nas linhas e nas colunas

A motilidade progressiva avaliada a fresco nas trés diluicdes nao revelou
diferencas (Figura 1). Nas 24h e 48h, verificou-se que na diluicdo 1+1 a motilidade
progressiva foi menor, tanto a 15°C como a 5°C. Nas 24h n&o houve diferenca na MP
tanto a 5°C como a 15°C (P > 0,005), melhorando a partir da diluicdo 1+2. Nas 48h, a
diluicdo 1+3 a 15°C apresentou MP mais elevada que a 5°C (P < 0.001).
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Figura 1. Motilidade progressiva de espermatozoides de poneis da raca Brasileira em
diluente a base de leite em p6 desnatado em trés diferentes dilui¢cBes (1+1, 1+2, 1+3) e
resfriados a 5°C e 15°C (P < 0.001).
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No teste hiposmotico verificou-se que apds 24 e 48h de resfriamento os melhores
resultados foram observados a temperatura de 15°C, verificando-se nesta temperatura

similaridade entre as dilui¢des (Figura 2) e a fresco.
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Figura 2. Percentual de espermatozoides reagentes ao teste hiposmético a fresco e apos
24h e 48h de resfriamento do sémen de p6neis da raca Brasileira a 5°C ou 15°C em
trés diferentes dilui¢des (P < 0.001).

Os resultados da avaliacao da atividade mitocondrial através da leitura dos valores
de absorbéancia geradas pelas amostras em relacdo ao tempo e a temperatura (Figura 3)
indicaram similaridade entre as diluicGes no sémen avaliado a fresco e ap6s 24h e 48h

de resfriamento.
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Figura 3. Absorbancia da atividade mitocondrial dos espermatozoides de pbneis da raca
Brasileira resfriados a 5°C, 15°C e a fresco diluidos em trés diferentes dilui¢bes (P =
0.049).
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O pH avaliado a fresco das amostras preparadas nas trés dilui¢es foi menor do
que o observado nas 24h e 48h apds resfriamento, ndo havendo diferenca significativa
entre as diluicdes (Figura 4). Na diluicdo 1+1 observou-se maiores valores de pH e nas
diluicdes 1+2 e 1+3 os resultados foram similares, tanto a 5°C quanto a 15°C, nas 24h

ou 48h de resfriamento.
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Figura 4. Valores de pH do sémen de poneis da raca Brasileira diluido em trés diferentes
diluigBes a fresco e apds 24h e 48h de resfriamento a 5 e 15°C (P < 0.0001).

DISCUSSAO

O sémen equino, quando armazenado ou transportado, é usualmente mantido por
12h a 48h a 5°C. Isso se deve a facilidade logistica de manutencdo da temperatura ao
redor dos 5°C. Os resultados aqui observados demonstram que o resfriamento é
prejudicial a viabilidade do sémen. Na presente pesquisa, 0s melhores resultados foram
detectados quando o sémen em diluente a base de leite em pd desnatado foi mantido a
temperatura de 15°C, corroborando aqueles descritos por Province et al. (1985) em
estudo sobre o efeito do resfriamento em quatro temperaturas durante 36h e com trés
diluentes diferentes. Na referida pesquisa, independente do diluente utilizado a
motilidade do sémen estocado a 20°C e 15°C foi superior ao estocado a 10°C ou 5°C em
diluente semelhante ao aqui utilizado.

O movimento progressivo (MP) dos espermatozoides nas 24h de resfriamento foi
similar tanto a 5°C, quanto a 15°C. No entanto, Varner et al. (1988) e Varner et al.

(1989) demonstraram que o resfriamento entre 4°C e 5°C por 24h resultou em maior
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motilidade espermaética que entre 20°C e 25°C, com taxa de prenhez de 73% para ambas
temperaturas. Ja Price et al., (2008) ndo observaram diferenca entre a MP no sémen
diluido a 5°C ou a 15°C apo6s 48h de armazenamento. Resta esclarecer se a adicdo de
gentamicina ao diluente, que bloqueou o crescimento bacteriano, pode ter favorecido
esta resposta.

Em 1998, Ball observou reducdo significativa da fertilidade quando o sémen foi
estocado por 24h a 20°C, comparada a preservacdo a 5°C. Love et al. (2001) resfriaram
0 sémen de 18 garanhdes em diluente a base de leite desnatado, a temperatura de 5°C e
20°C de 7h até 46h e verificaram que 20°C preservou melhor a integridade da cromatina
espermatica. O resfriamento, quando efetuado entre 4 a 5°C diminui a atividade
metabolica dos espermatozoides, reduz o crescimento microbiano e, consequentemente,
mantém a viabilidade dos espermatozoides por longos periodos (KATILA, 1997).

Vidament et al. (2012), sob condicdes laboratoriais, armazenaram o sémen equino
durante 72 h a 5°C sem exposic¢do ao ar ou a 15°C com exposicdo ao ar com resultados
semelhantes de fertilidade para ambas temperaturas. Estudos in vitro conduzidos com
sémen equino em diluentes a base de leite e armazenados por 24h em diferentes tipos de
recipientes descartaveis e em diferentes temperaturas sugerem que a motilidade é
afetada se a temperatura interna do recipiente € inferior a 2°C ou acima de 20°C
(MALMGREN, 1998; BRINSKO et al., 2000). Ademais, Brinsko et al. (2000) e
Vidament et al. (2012) sugerem que 0 sémen equino é capaz de tolerar ampla gama de
taxas de resfriamento e temperaturas de armazenamento, o que também foi aqui
comprovado.

Na avaliacdo da motilidade progressiva do sémen diluido e ndo refrigerado (a
fresco) detectou-se que houve similaridade entre as diluicdes 1+1, 1+2 e 1+3. Nas 24 e
48h apos o resfriamento observou-se que a diluicdo 1+1 resultou em menor motilidade
progressiva (P < 0,001). O movimento progressivo foi similar nas diluicdes 1+2 e 1+3
com 24h de resfriamento e, nas 48h, a diluicdo 1+3 resultou em maior motilidade
progressiva. Logo, para o transporte até 48h, a temperatura de 15°C e a dilui¢do 1+3
seriam mais adequadas, ja que essas diluicdes apresentaram a menor variacdo de pH,
indicando que conforme se aumenta o grau de diluicdo se favorece a viabilidade
espermatica em sémen resfriado. Jasko et al., (1992) utilizando um diluente a base de

gema de ovo afirmaram que a diluicdo do sémen nas proporcdes entre 1:4 a 1:19 sdo
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adequadas para a preservacdo do sémen equino a 5°C e que o aumento da diluicédo
favorece a viabilidade espermatica.

Os efeitos positivos dos diluentes para sémen sdo baseados no controle de pH, da
osmolaridade e do fornecimento de energia (PAGL et al., 2006). A auséncia de um
componente tamponado no diluente aqui utilizado pode ter ocasionado as varia¢fes do
pH do sémen resfriado. Nossos resultados da avaliagdo do pH indicam claramente que o
armazenamento e a temperatura influenciam no pH do sémen resfriado em diluente a
base de leite desnatado (em po) e glicose. O pH elevou-se nas 24h e diminuiu nas 48h
de armazenamento a 5°C e a 15°C e isso pode ter ocasionado reducdo da motilidade
progressiva, alem da reducdo da motilidade esperada devido ao resfriamento e ao
tempo. A temperatura de 5°C manteve o pH elevado nas 24 e 48 horas de resfriamento,
jaa 15°C ocorreu elevacdo nas 24h tornando a diminuir nas 48h, sem no entanto atingir
0 mesmo valor do pH do sémen a fresco. Isso sugere que héa necessidade da adicdo de
um tampao ao diluente para que o pH néo exerca influéncia negativa sobre a viabilidade
dos espermatozoides.

O aumento do pH durante o resfriamento também pode estar relacionado ao
percentual de espermatozoides vivos durante o armazenamento. A temperatura de
armazenamento reduzida diminui a taxa metabolica, retarda as reagGes quimicas e
retarda o crescimento de bactérias, resultando em uma extensdo da vida fértil dos
espermatozoides (PICKETT & AMANN, 1987). Com a reducdo do metabolismo
ocasionado pelo resfriamento, observou-se que as amostras com maior motilidade
espermatica apresentaram menores valores de pH. Isso pode estar relacionado a
producdo de ions hidrogénio e acido latico provenientes do metabolismo espermatico

gue ocasionam a reducdo do pH do meio.

CONCLUSOES

A motilidade progressiva, pH, a integridade de membrana e atividade
mitocondrial do sémen equino pré-resfriamento em diluente a base de leite em pé
desnatado ndo foram influenciadas pelas dilui¢bes 1+1; 1+2 ou 1+3. Porém, a diluicéo
1+3 no resfriamento do sémen a 15°C proporcionou melhor viabilidade dos

espermatozoides equinos e 0 pH mais estavel durante as 48h de resfriamento. A dilui¢do
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1+1 em diluente a base de leite em p6 desnhatado ndo deve ser utilizada para o
resfriamento com esse diluente. O aumento da diluicdo ndo interfere na atividade
mitocondrial e favorece a viabilidade espermaética. O resfriamento do sémen promove

aumento no pH do sémen diluido.
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4 CAPITULO 2

Bicarbonato de sddio em diluente a base de leite em po é deletério a

viabilidade espermatica

Janislene Mach Trentin, Murilo Farias Rodrigues, Luiz Augusto Centeno, Thaina
Minela, Mariani Fiorenza, Gilson Antonio Pessoa, Karen Roehe, Carlos Antonio
Mondino Silva, Mara lolanda Batistella Rubin

1. Resumo

O efeito de diluentes com e sem tampéo foi avaliado sobre a viabilidade de
espermatozoides a fresco e resfriados a 5°C durante 24 e 48h. Os diluentes testados
continham leite desnatado (em pd) com bicarbonato de sédio (A), HEPES (B) ou nédo
continham nenhum tampao (C). Os ejaculados de 7 pbneis (trés ejaculados/p6nei) foram
centrifugados a 450 g por 10 minutos para remoc¢do do plasma seminal ap6s diluicao.
Logo ap6s os espermatozoides foram ressuspendidos através de diluicdo até a
concentragdo 50x10° sptz/mL com os diluentes A, B ou C. Imediatamente apds a
diluicdo a motilidade progressiva (MP) dos espermatozoides foi avaliada ndo havendo
diferenga na MP entre todos os diluentes (P > 0,05). As 24 e 48h ap0s o resfriamento a
5°C a MP foi avaliada, respectivamente, para o diluente A (44,76%; 25,23%), B
(51,42%; 38,09%) e C (54,05%; 41,66%). A integridade da membrana plasmaética foi
similar apds a exposicao aos trés diluentes. A fresco, a atividade mitocondrial foi maior
(P < 0,05) no sémen exposto ao diluente A (A=1,05nm, B=0,81nm, C=0,79nm) e apds
24h de resfriamento nos diluentes A e B a atividade foi similar (0,83nm; 0,73nm),
enquanto que no diluente C observou-se menor atividade mitocondrial (0,64nm). Nas
48h, os trés diluentes se comportaram de forma semelhante (A=0,72; B=0,69; C=0,63; P
> 0,05). O pH do diluente e sua osmolaridade assim como o pH do sémen diluido foi
maior no diluente A (8; 382; 7,9), intermediario (7,5; 362; 7,32) no B e menor no C
(7,16; 350; 7,07). A peroxidacdo lipidica e a inducdo da peroxidacdo foram similares
em todos os grupos. O bicarbonato de sédio (A) é prejudicial a motilidade e aumenta o
pH do sémen. O diluente sem tampédo foi considerado o mais apropriado para uso
imediato na IA. Tanto o diluente com HEPES como o diluente sem tampao foram
considerados adequados para o resfriamento do sémen equino a 5°C durante 48h.

Palavras-chave: espermatozoides, bicarbonato de sodio, HEPES, pH, resfriamento.

2. Abstract

The effect of buffered and non buffered semen extenders was evaluated
considering the maintenance of sperm viability before and after cooling at 5°C during
24 and 48h. A non-buffered milk powder extender (C = control) and the same extender
buffered with sodium bicarbonate (A) and HEPES (B) were used. After dilution, semen
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from seven ponies was centrifuged at 450 g for 10 minutes and seminal plasma
discharged. Thereafter, sperm was diluted to a concentration of 50x10° cells/mL with
extenders A, B or C. Immediately after dilution sperm motility was evaluated and
progressive motility was similar on all extenders (P > 0.05). At 24 and 48h after cooling
at 5°C sperm motility was evaluated, respectively, for extender A (44.76%; 25.23%), B
(51.42%; 38.09%) and C (54.05%; 41.66%). Plasma membrane integrity was similar
after exposure to the three extenders. Mitochondrial activity after dilution was higher in
extender A (A= 1.05nm, B= 0.81nm, C= 0.79nm) and after cooling for 24h was 0.83nm
(A), 0.73nm (B) and 0.64nm (C). After 48h mitochondrial activity decreased to 0.72nm
(A), 0.69nm (B) and 0.63nm (C) (P > 0.05). The extenders pH, osmolarity and pH of
diluted semen were higher in extender A (8; 382; 7.9), intermediate in extender B (7.5;
362; 7.32) and lower in extender C (7.16; 350; 7.07). Lipid peroxidation and its
induction were similar on all groups. Sodium bicarbonate (A) reduces progressive
motility and increases semen pH. The non buffered (C) semen extender was considered
more appropriate for semen dilution for immediate use in Al. The non-buffered (C) and
HEPES buffered (B) semen extenders were considered appropriate for cooling equine
semen during 48h at 5°C.

Keywords: sperm, sodium bicarbonate, HEPES, pH, cooling.

3. Introducéo

A técnica do resfriamento do sémen equino tem sido estudada para a manutengéao
do potencial fertilizante do sémen durante um periodo prolongado (BATELLIER et al.,
2001). O diluente mais comumente utilizado para o resfriamento do sémen equino tem
como base o leite desnatado (KENNEY et al., 1975). Esses diluentes sdo conhecidos
por sua praticidade e pela protecdo que conferem aos espermatozoides durante o
resfriamento (AURICH, 2008), mas a longevidade dos espermatozoides parece variar
de acordo com a composic¢édo do diluente.

A temperatura de armazenamento, a taxa de resfriamento, a exposicdo ao
oxigénio, a presenca de bactérias, a presenca € o tipo de antibidticos adicionados ao
diluente, bem como a concentracdo de plasma seminal durante o resfriamento também
influenciam a viabilidade espermatica. Além da preservacdo da motilidade, devem ser
preservados pelos diluentes a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides, as suas mitocondrias e a cromatina espermatica. 1sso é alcangado pela
adicdo de substancias aos diluentes de sémen que devem preencher, pelo menos, 0s
seguintes requisitos: osmolaridade semelhante ou ligeiramente superior a do sémen

(300-350 mOsm/L), pH levemente acido (6,8) para neutro (7,0); componentes que
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estabilizem o pH e controlem o crescimento de microrganismos; devem ter uma fonte
de energia facilmente disponivel, propriedades que asseguram a estabilizacdo de
membranas e a funcdo metabdlica dos espermatozoides, que proporcionam a
neutralizacdo de substancias metabdlicas, e, finalmente, ndo devem interferir com o0s
resultados da avaliagdo do sémen (AURICH, 2011).

Como resultado do metabolismo espermatico, grandes quantidades de catabolitos
acarretam aumento do acido latico no meio extracelular. Este acimulo pode causar a
morte dos espermatozoides devido as drasticas alteracbes do pH, justificando a
necessidade de adicdo de tampdes ao diluente (HOLT, 2000). Como tampédo, o
bicarbonato de sddio foi utilizado por Kenney et al., (1975). Posteriormente, o HEPES
(&cido  N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico), um tampdo organico que
mantém o pH com maior eficiéncia e constancia que o uso Unico de bicarbonato de
sodio, foi objeto de estudos na década de 60 no meio de maturacdo na producdo de
embrides (GOOD et al., 1966; DOWNS & MASTROPOLO, 1997) e seu uso é indicado
até a presente data.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do diluente de sémen equino com leite
desnatado (em p6) sem tampdo e tamponado com Bicarbonato de Sédio ou HEPES
sobre a viabilidade espermatica e o pH do sémen diluido a fresco ou resfriado a 5°C
durante 24 e 48 h.

4. Material e Métodos:

4.1 Local do experimento e animais

O estudo foi realizado no Laboratério de Embriologia Animal (Embryolab)
localizado na Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria — RS, Brasil, de
outubro a novembro de 2013. Trés ejaculados por ponei foram obtidos de sete poneis da
raca Brasileira com idade de 9 a 13 anos. O sémen de todos os garanhdes foi
rotineiramente coletado através de vagina artificial modelo Hannover, duas vezes por

semana antes e durante o experimento.
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4.2 Coleta e diluigido do sémen

Apbés a coleta, o sémen foi filtrado com gaze estéril e analisado
macroscopicamente quanto ao volume, coloragdo e aspecto. A avaliagdo da
concentracdo espermatica foi efetuada em camara de Neubauer. O volume total do
ejaculado foi dividido em trés fracOes e diluido a 1:1 (sémen:diluente) com trés
diferentes diluentes (Tabela 1) e centrifugado a 450g por 10 minutos para remocéao do
plasma seminal. Removido o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido no respectivo
diluente e a concentracdo foi ajustada para 50x10° sptz/mL. Exceto onde citado, os
componentes quimicos sdo procedentes da Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA).

Na sequéncia, uma amostra de cada grupo foi utilizada para analise da motilidade,
pH, hiposmdtico, atividade mitocondrial (MTT), peroxidacdo lipidica através das
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e inducdo da peroxidacao atraves
do sulfato de ferro. Uma amostra de cada diluente foi utilizada para avaliagdo do pH,
osmolaridade, MTT, TBARS e inducdo da peroxidacao através do sulfato de ferro. O
restante foi mantido resfriado a 5°C em geladeira. Novas avaliacGes foram efetuadas em
24h e 48h de resfriamento. As avaliagbes foram conduzidas ap6s 15 minutos de

aquecimento das amostras em mesa térmica ajustada a 37°C.

Tabela 1. Composi¢do quimica de solugdes diluentes com distintos tampdes testadas em
sémen de poneis da raca Brasileira.

Diluente / Componente A B C

Leite em pd desnatado 2,49 2,49 2,49
Glicose 4,99 4,99 4,99

Bicarbonato de Sddio 0,150g - -
HEPES - 0,100g -

4.3 Avaliacdo do sémen

A avaliacdo da motilidade espermatica foi efetuada de acordo com Varner (1989)
através da determinacdo percentual de espermatozoides moveis no ejaculado e a

caracterizagéo do tipo de movimento.
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4.3.1 Teste de funcionalidade de membrana (HOST)

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada pelo teste
hiposmético, na proporcdo 2:1 (A4gua destilada:sémen), perfazendo a osmolaridade
estimada de 100mOsm/Kg H.O!. As amostras foram incubadas a 37°C por oito
minutos, de acordo com o protocolo de Lomeo & Giambérsio (1991) e adaptado para
equinos por Lagares et al. (2000). Posteriormente, a andlise foi conduzida sob
microscopio de contraste de fase (400x), sob lamina e laminula contando 100
espermatozoides por amostra. Os espermatozoides integros sao aqueles que sofrem um

enrolamento de cauda e desta forma foram avaliados.

4.3.2 Atividade mitocondrial através da reducdo do Tetrazolium (MTT):

O ensaio de reducdo de MTT depende da capacidade das células metabolicamente
ativas em reduzir o sal tetrazélico (3 [4,5-dimetiltiazol-2-y1] -2,5-difeniltetrazélio) a
formazan (AZIZ et al.,, 2005). O MTT é um sal amarelo que, sob a acdo de
desidrogenases de células metabolicamente ativas, é reduzido a formazan, com a
formacdo de cristais de coloracdo roxa insolUveis em &gua. Estes cristais podem ser
solubilizados com solventes orgénicos e a intensidade de cor puarpura, medida
espectrofotometricamente, mostra a relacdo direta entre a quantidade de células vivas e
metabolicamente ativas nas amostras.

Para a determinacdo da atividade mitocondrial, uma aliquota de cada amostra foi
centrifugada a 600xg por 10 minutos para obtencdo de concentracio de 100x10°
sptz/mL. O pellet foi ressuspendido com o diluente conforme a amostra e o
sobrenadante foi descartado. Duas aliquotas de 200 pL da amostra com 100x108sptz/mL
foram depositadas em tubos de microcentrifuga de 2mL. Apo6s, 20uL da solucdo de
Tetrazolium (5mg/mL em PBS salino) foi adicionado em cada aliquota incubando por
30 minutos em banho-maria a 37°C. Apés o tempo de incubacéao foi adicionado 200 pL
de solucgéo de 0,04N de HCI em Isopropanol. Em seguida, cada aliquota foi centrifugada
a 1200xg por 5 minutos. O sobrenadante foi utilizado para mensurar a atividade
metabolica mitocondrial em espectrofotometria de luz visivel com 540nm de

comprimento de onda, considerando o branco a solugéo de diluente + MTT + 0,04N
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HCl-isopropanol. As aliquotas de cada garanhdo e as aliquotas dos brancos dos

diluentes foram analisadas em triplicatas.

4.3.3 Teste de lipoperoxidacdo lipidica através de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARYS)

Uma amostra com 10x10° espermatozoides ajustada a 80uL serviu para realizacio
do teste de lipoperoxidacdo lipidica através de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS).

A dosagem da concentracdo de TBARS nas amostras de sémen foi determinada em
tubo de microcentrifugas onde foi depositado 0,2 mL de acido tiobarbitdrico (TBA), 0,2
mL de solucdo de &cido acético, 0,04 mL de agua ultra-pura, 0,08 mL da amostra e 0,08
mL de dodecil sulfato de sddio (SDS). Os tubos contendo esta mistura foram incubados
a 100°C por 2h e em seguida, resfriados em recipiente com gelo. Apds, as amostras
foram centrifugadas a 8000xg por 5 minutos e o sobrenadante foi utilizado para leitura
da absorbancia em espectrofotbmetro. O ensaio foi realizado em triplicata e a
absorbancia das amostras foi determinada com filtro 532nm. Amostras dos diluentes
consideradas como brancos também foram avaliadas. Todas as analises foram realizadas
em espectrofotometro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda 25) a 25°C no Laboratério de

Bioquimica da Universidade Federal de Santa Maria.

4.3.4 Inducdo da Peroxidacdo Lipidica através do Sulfato de Ferro

Para induzir a lipoperoxidagdo, uma segunda amostra (10x10° espermatozoides
ajustada a 80pL) foi adicionada a 0,02 mL de sulfato ferroso e 0,02 mL de &cido
ascorbico e essas amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C por 1h. Apds, a
cada amostra adicionou-se 0,2 mL de &cido tricloroacético. As amostras foram
centrifugadas a 3000xg por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado e depositado em
tubos de microcentrifuga aos quais acrescentou-se 0,2 mL do reagente TBA (&cido
tiobarbitirico). As amostras permaneceram incubadas a 100°C por 1h e foram resfriadas
para centrifugacdo procedendo-se em cada amostra 0 mesmo protocolo da mensuragao

de TBARS. Este procedimento é conhecido como lipoperoxidacdo induzida ou
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catalisada por ferro e tem por objetivo medir todo o potencial que a amostra teria de

gerar o radical em questao que esta relacionado a peroxidacéo lipidica.

4.4 Analise Estatistica

O software SAS® (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC) foi utilizado para a
analise estatistica. Os dados foram analisados atraves da analise de variancia (ANOVA)
e a comparacdo das médias foi feita através do Teste de Duncan. O software Graph

Prism foi utilizado para preparar os graficos.

5. Resultados:

5.1 Motilidade Progressiva

A motilidade progressiva do sémen diluido a fresco foi similar nos diluentes A, B
ou C (Figura 1). Nas 24 e 48h de resfriamento, o diluente A (com bicarbonato de sédio)
apresentou menor percentual de espermatozoides com motilidade progressiva
comparado aos diluentes B e C que apresentaram, entre si, valores superiores e
semelhantes (P = 0,278).
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Figura 1. Médias da motilidade espermatica progressiva do sémen de p6neis da raca
Brasileira resfriado a 5°C por 48h em diluentes com bicarbonato de sodio (A), B
(HEPES) ou sem tampéo (C) (P = 0.0278).



50

5.2 Integridade de Membrana

A integridade de membrana espermatica (HOST) foi similar (P > 0.05) entre os

diluentes A, B e C a fresco e nas 24 e 48h de resfriamento (Figura 2).
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Figura 2. Médias do percentual de espermatozoides de pbneis da raca Brasileira
reagentes ao Teste Hiposmotico, resfriados a 5°C em diluentes com bicarbonato de
sodio (A), HEPES (B) ou sem tampéo (C), por 48h (P > 0.05).

5.3 Atividade mitocondrial

A maior atividade mitocondrial a fresco foi obtida com o diluente A e menor
atividade para os diluentes B e C (Figura 3). Nas 24h de resfriamento, os diluentes A e
B foram semelhantes, sendo que o diluente C resultou em menor atividade. A atividade
mitocondrial das amostras de sémen nas 48h de resfriamento foi similar nos trés
diluentes. A absorbancia das solucGes brancas revelou que o diluente A apresentou

absorbancia maior que os demais diluentes (Figura 4).
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Figura 3. Valores de absorbancia da atividade mitocondrial do sémen de p6neis da raca
Brasileira nos diluentes com bicarbonato de sddio (A), HEPES (B) ou sem tampéo (C),
resfriados por 48h a 5°C (P = 0.002). Letras minusculas distintas indicam diferencas (P
< 0,05) entre os diluentes, em cada tempo. Letras mailsculas indicam diferencas (P <
0,05) entre os tempos de cada diluente.
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Figura 4. Valores de absorbancia de diluentes para sémen equino com bicarbonato de
sodio (A), HEPES (B) e sem tampéo (C).

5.4 pH

Ao avaliar o pH detectou-se que o diluente com bicarbonato (A) apresentou o
maior valor de pH na hora inicial (Oh), nas 24h, bem como nas 48h de resfriamento.
Valores intermediarios de pH foram observados no diluente B. Os menores valores de
pH observou-se no diluente C, que manteve-se estavel até 48h de resfriamento (Figura
5).
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Figura 5. Valores de pH do sémen diluido de p6neis da raca Brasileira em diluente com
bicarbonato de sodio (A), HEPES (B) ou sem tampéo (C), a fresco e refrigerado a 5°C

por 48h (P = 0.0278).

O pH dos diluentes (Figura 6) avaliados logo ap6s o preparo, nas 24h e 48h de

resfriamento se comportou semelhante ao pH do sémen diluido com o0s mesmos

diluentes (diluente A= com maior valor de pH; diluente B= pH intermediario e diluente

C= menor valor de pH).
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Figura 6. Valores médios do pH dos diluentes A, B e C para sémen equino a fresco (Oh)
e nas 24h e 48h de resfriamento (P = 0.0278).

5.5 Osmolaridade dos diluentes

Os resultados indicaram maior osmolaridade do diluente A, osmolaridade

intermediaria do diluente B e menor osmolaridade do C (Figura 7).
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Figura 7. Valores médios de osmolaridade dos diluentes com bicarbonato de sddio (A),
HEPES (B) ou sem tampéo (C), a fresco (0h) e refrigerados a 5°C por 48h (P = 0.002).

5.6 Lipoperoxidacéo e Inducéo da peroxidacdo através do sulfato ferroso

Ao avaliar a lipoperoxidacdo e a inducdo da peroxidacdo, observou-se

similaridade entre os diluentes A, B e C em ambos testes.

6 Discussao:

Os diluentes B (HEPES) e C (sem tampé&o) apresentaram resultados superiores ao
A (bicarbonato de sddio) em todas as avaliagdes, exceto quanto a atividade mitocondrial
a fresco. Isso pode ser explicado pelo fato de que a hiperativacdo espermatica ocorre
espontaneamente na maioria dos espermatozoides incubados em meios que contém
bicarbonato (NEIL & OLDS-CLARKE, 1987) e Ca?* (CHRISTENSEN et al., 1996).

Rathi et al. (2001) demonstraram que na auséncia de bicarbonato de sodio, os
espermatozoides ndo perdem sua integridade de membrana e a capacitacdo espermatica
€ minima, porém, quando expostos ao bicarbonato de sodio, 0 espermatozoide se torna
vulneravel a ruptura de membrana e a morte celular. Ainda, o bicarbonato de sddio leva
a modificacdes na estrutura dos lipidios da membrana plasmatica dos espermatozoides
equinos (GADELLA & HARRISON, 2000). Rathi et al. (2001) observaram moderada
inducdo da reacdo de acrossoma quando espermatozoides foram incubados em meio
com bicarbonato de sédio; na auséncia de bicarbonato a reacdo de acrossoma néo foi

observada.
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A sugestdo é de que o bicarbonato de sddio ativa a adenilato-ciclase, diretamente
ou indiretamente, causando influxo de Ca?* (CHRISTENSEN et al., 1996), e, assim,
elevando as concentragcOes intracelulares de AMPc, o que, por sua vez, induz a
hiperativagdo dos espermatozoides (WHITE & AITKEN, 1989). Essa hiperativagdo dos
espermatozoides pode estar associada ao aumento na degradagdo do sal tetrazolico o
que explicaria o porqué do diluente com bicarbonato de sodio ter expresso 0 maior valor
de atividade mitocondrial a fresco. Apds o resfriamento e acompanhando o declinio da
motilidade, a atividade mitocondrial do diluente A também decaiu, ficando nas 48h de
resfriamento semelhante aos outros diluentes.

Pela avaliacdo da motilidade verificou-se que ndo houve diferenca entre o efeito
do diluente com a adicdo do tampdo HEPES (B) e sem a adicdo de tampdo (C). Isso
sugere que a adicdo desse tampao ndo comprometeu a motilidade dos espermatozoides a
5°C, porém sua adicdo ndo se mostrou necessaria.

O pH do ejaculado equino varia entre 6,8 e 7 porém pode ser influenciado por
diversos fatores. Os diluentes devem ter um efeito tampéo sobre o pH do sémen diluido
para equilibrar a producéo de substancias metabolicas dos espermatozoides ou bactérias
contaminantes (AURICH, 2011). Aqui, a adicdo de tampdes ao diluente fez com que o
valor do pH se alterasse. Quando se avaliou o pH somente dos diluentes durante 48h de
resfriamento verificou-se que o diluente B teve a menor variacdo entre 0 e 48h, mas no
diluente C observou-se valores mais proximos ao fisiologico. Ressalta-se aqui que a
necessidade de se adicionar um tampao ao sémen deve ser analisada criteriosamente, ja
que a auséncia do tampé&o no diluente ndo prejudicou a integridade de membrana e a
motilidade dos espermatozoides. E mais, a adicdo de tampdes aos diluentes fez com que
0 pH do meio se elevasse, tanto com o bicarbonato de sédio quanto com o HEPES.

O uso de diluente a base de leite em p6 desnatado pode ter conferido capacidade
antioxidante ao sémen diluido, o que explicaria a similaridade entre os diluentes quanto
a peroxidacdo lipidica, ja que os trés diluentes possuem a mesma quantidade de leite
desnatado. Ja foi citado por Kankofer et al. (2005) que a diluicdo do sémen somente
com diluente a base de leite resulta em um aumento significativo na capacidade

antioxidante do sémen diluido.
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7 Conclusoes:

Conclui-se através da analise da viabilidade espermatica que o sémen diluido em
diluente com leite em p6 desnatado e tampdo HEPES, ou sem tampdo apresenta
qualidade superior ao diluido com o mesmo diluente tamponado com bicarbonato de
sodio. A adicdo de bicarbonato de sédio diminui a motilidade progressiva levando ao
incremento do pH. Para o uso imediato na IA ndo ha necessidade de se tamponar o
diluente a base de leite desnatado. O diluente com HEPES, bem como o diluente sem
tampdo é considerado adequado para o resfriamento do sémen equino durante 48h a
5°C. A adicdo de tampdes resulta no aumento do pH dos diluentes. Porém, o uso de
tampdo ndo é necessario quando se utilizar diluente a base de leite em p6 desnatado e

glicose por 48h de resfriamento.
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6 CONCLUSOES

As trés diluicbes testadas no sémen fresco ndo influenciaram a motilidade
progressiva, pH, integridade de membrana e atividade mitocondrial. Porém, a dilui¢do
1+3 a 15°C proporciona melhor viabilidade dos espermatozoides equinos e 0 pH mais
estdvel durante 48 horas de resfriamento. O aumento da diluicdo ndo interfere na
atividade mitocondrial e favorece a viabilidade espermaética. O resfriamento do sémen
promove aumento no pH do sémen diluido. A diluigdo 1+1 ndo deve ser utilizada para o
resfriamento.

A anélise da viabilidade espermatica permite concluir que o sémen diluido em
diluente a base de leite desnatado com tampdo HEPES ou sem tampdo apresenta
qualidade superior ao diluido com o mesmo diluente tamponado com bicarbonato de
sodio. A adigdo de bicarbonato de sédio diminui a motilidade progressiva levando ao
incremento do pH. Com isso, ndo se recomenda utilizar bicarbonato para tamponar o pH
do diluente de sémen. Para o uso imediato na IA ndo ha necessidade de se tamponar o
diluente a base de leite desnatado. Assim, considera-se que tanto o diluente com
HEPES, quanto o diluente sem tampdo sdo adequados para o resfriamento do sémen
equino por 48h a 5°C. A adicao de tampdes resulta no aumento do pH dos diluentes.
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