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ATP Adenosina trifosfato

IA Inseminacao artificial

IATF  Inseminacao artificial em tempo fixo
LDL Lipoproteina de baixa densidade
BSP Proteinas do plasma seminal
BCF Frequéncia de batimento flagelar
HOST  Teste hiposmotico

RNS Espécies reativas ao nitrogénio
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RESUMO

Diluidores de sémen convencionais — a base de leite ou gema de ovo — apresentam problemas
por serem produtos bioldgicos que possuem uma variedade de substancias, ndo sendo possivel
conhecer a sua exata composicao, além da sua capacidade contaminante ¢ da disseminagdo de
microrganismos patdgenos. Diluidores contendo apenas componentes quimicos, conhecidos
em concentracdo, com efeitos protetores dos espermatozoides seriam, portanto, uma
vantagem. Com isso, objetivou-se elaborar um diluidor quimicamente definido, a base de
caseina, bem como avaliar seu efeito e eficacia no processo de congelagdo de sémen de
reprodutores caprinos. Para tanto, foram utilizados trés bodes em idade reprodutiva e as
colheitas de sémen realizadas pelo método de vagina artificial, utilizando uma fémea como
manequim. Foram obtidos oito ejaculados por macho, totalizando 24 ejaculados. Apos a
colheita, os ejaculados com motilidade superior a 70% foram agrupados em pools seminais.
Para congelagdo, foi utilizado diluidor convencional, constituindo o grupo controle (Tris-gema
de ovo), assim como diluidor a base de Tris-caseina, em diferentes concentragdes (CAS1:
0,125g/L; CAS2: 0,25g/L; CAS3: 0,5g/L), acrescidos com 5% de glicerol. Apods diluigao
(200x10° espermatozoides/mL), as palhetas (0,25 mL) identificadas foram congeladas em
sistema automatizado e armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C). Apds descongelacao
(37 °C, 30 s), as amostras foram submetidas as analises de cinética (CASA), integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica, integridade do acrossoma e potencial de membrana
mitocondrial. Os pardmetros cinéticos ndo evidenciaram diferenga significativa (P > 0,05),
com excecao da frequéncia de batimento flagelar (BCF), onde o grupo CAS3 apresentou valor
superior (P £ 0,05) ao grupo controle. Quanto as analises de integridade e funcionalidade da
membrana plasmatica, integridade do acrossoma e potencial de membrana mitocondrial, ndo
se observou diferengas significativas (P > 0,05) entre os grupos avaliados. Conclui-se que o
diluidor quimicamente definido a base de Tris-caseina pode ser utilizado para congelagdo de
sémen caprino, em virtude de preservar os parametros cinéticos, a integridade e funcionalidade
da célula, semelhantes aqueles obtidos com diluidor convencional a base de gema de ovo.

Palavras-chave: congelagao, crioprotetor, gema de ovo, caseina.



ABSTRACT

Semen extenders based on milk or egg yolk do not have a standardized composition,
which can cause variability in the results obtained, in addition for being biological
material, it is able to cause contamination of semen by microorganisms. Therefore,
studies on extenders containing only chemical components with protective effects on
sperm are necessary. The objective of the present work was to elaborate a chemically
defined extender, based on Tris-casein, and to evaluate its effect and efficacy in the goat
semen freezing process. For this purpose, three goats of reproductive age were used and
semen collections were obtained by the artificial vagina method and one female as
dummy. Eight ejaculates were collected per male, totaling 24 ejaculates. After semen
collection, the ejaculates that presented motility greater than 70% were grouped in
seminal pools. For freezing, a conventional extender was used, constituting the control
group (Tris-egg yolk), as well as a extender based on Tris-casein, in different
concentrations (CAS1: 0.125g / L; CAS2: 0.25g / L; CAS3: 0.5g / L), added with 5% of
glycerol. After dilution (200x106 sperm / mL), straws (0.25 mL) were identified and
frozen in an automated system and stored in liquid nitrogen (-196 2C). After thawing (37
2C, 30 s), the samples were submitted to Kkinetic analysis (CASA), integrity and
functionality of the plasma membrane, acrosome integrity and mitochondrial membrane
potential. The kinetic parameters did not present significant difference (P> 0.05), with an
exception of the flagellar beat frequency (BCF), where the CAS3 group had a higher value
(P <0.05) than the control group. Regarding the integrity and functionality of the plasma
membrane, acrosome integrity and mitochondrial membrane potential analysis, there
were no significant difference (P> 0.05) between the groups evaluated. It can be
concluded that the chemically defined extender based on Tris-casein presents as s a
viable alternative to the conventional diluent based on Tris-egg yolk, used for freezing
goat semen.

Keywords: Casein, Crioprotectant, Egg Yolk, Freezing.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen ¢ uma ferramenta importante para a conservagdao de
recursos genéticos. Os bancos de germoplasma, utilizados em conjunto com programas de
reproducdo, fornecem estratégias promissoras para a disseminacdo de material genético,
particularmente no caso de ragas ameagadas de extingdo (ARANDO et al., 2017). Quando
associada a outras técnicas, como inseminagdo artificial (IA), inseminacdo em tempo fixo
(IATF) ou producao de embrides in vitro, oferece um rapido ganho genético do rebanho
(CASTRO et al., 2016).

Entretanto, a conservacdo dos espermatozoides pelo frio torna-se um problema,
particularmente durante a congelagcdo. Isso porque a congelacdo determina alteragdes
espermaticas letais ou subletais em niveis ultraestrutural, bioquimico e funcional, que resultam
na reducao da motilidade, viabilidade e capacidade fertilizante dos espermatozoides (ALCAY
et al., 2020). Por conseguinte, torna-se indispensavel a realizagdo de mais estudos utilizando
as técnicas de criopreservagdo dos espermatozoides, tendo como finalidade ndo somente
preservar um elevado numero de gametas vivos, como também manter a capacidade
fertilizante dos mesmos (STORNELLI et al., 2005).

Neste sentido, a escolha correta do diluidor utilizado e sua composi¢do ¢ um fator
crucial para a protecdo dos espermatozoides, determinando o sucesso da criopreservagao
(ALCAY et al., 2020). Os diluidores tradicionais para criopreservagdo de sémen caprino
incluem a gema de ovo e o leite desnatado, ou sua combinagdo, porém existem muitas
limitacdes ao seu uso, destacando-se o fato destes constituintes bioldgicos diferirem entre
partidas, bem como propiciarem a contamina¢do microbiana e a disseminacdo de patdgenos
(PURDY, 2006).

Além disso, o s€émen caprino possui em seu plasma seminal a enzima Fosfolipase A,

que pode interagir com lipideos da gema de ovo ou triglicerideos do leite desnatado, causando
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danos as células espermaticas, reduzindo sua motilidade e vitalidade (LEBOEUF; RESTALL;
SALAMON, 2000; ROOF et al., 2012).

Dessa forma, diluidores quimicamente definidos tem sido desenvolvidos a fim de
eliminar os problemas anteriormente descritos e permitir o processamento mais adequado e
seguro do sémen. Algumas alternativas para a substituicdo do leite desnatado e da gema de
ovo tém sido relatadas, dentre as quais se pode destacar a lecitina de soja (ALCAY et al.,
2017; MEHDIPOUR et al., 2017; NAJAFI et al., 2017; ARAUJO SILVA et al., 2019), o
caseinato (DA SILVA et al., 2020) e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL;
LUNA-OROZCO et al., 2019).

Diluidores a base destes componentes t€ém demonstrado efeitos protetores sobre as
células espermaticas, fato que os torna importantes alternativas para a formulacao de
diluidores seminais (ALCAY et al., 2017; ARAUJO SILVA et al., 2019; DA SILVA et al.,
2020). A caseina ¢ o principal componente proteico e representa 75-80% de todas as proteinas
do leite (BATTELIER, 2001), tem a capacidade de estabilizar as membranas espermaticas,
evitando a perda de fosfolipidios, uma vez que competem diretamente com as proteinas
plasmaticas seminais, responsaveis pela desestabilizagio da membrana (BERGERON e
MANJUNATH, 2006; BERGERON et al., 2007). Responsavel pela protegao dos gametas,
mesmo em baixas concentragdes no sémen refrigerado (0,6%) e congelado (1,35%)
(LAGARES et al., 2012). Portanto, sdo necessarios estudos sobre sua utilizagdo no processo
de criopreservacao do sé€men caprino, avaliando seus efeitos e eficacia sobre as células

espermaticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Elaborar um diluidor quimicamente definido, a base de Tris-caseina, para congelagao

de sémen de reprodutores caprinos.

2.2 Objetivos especificos

¢ Elaborar diluidor a base de Tris-caseina obtida do leite bovino, a fim de permitir
adequada conservagdo de espermatozoides caprinos, com elimina¢do dos riscos
bioldgicos e das barreiras sanitdrias oriundos do uso de diluidores convencionais (leite
desnatado ou Tris-gema);

v Verificar a eficacia do diluidor quimicamente definido a base de Tris-caseina sobre os
parametros cinéticos de espermatozoides caprinos apds congelacdo-descongelagao;

v Analisar a integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, integridade do
acrossoma, além do potencial de membrana mitocondrial de espermatozoides caprinos
com diluidor convencional (tris-gema de ovo) ou quimicamente definido a base de

Tris-caseina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Particularidades da criopreservacio de sémen

Na criopreservacdo, as células espermdticas sdo mantidas a uma temperatura
aproximada de 5 °C no processo de refrigeracdo, ou a — 196 °C quando congeladas em
nitrogénio liquido, com o objetivo de preservar sua integridade e sua fisiologia (ARANDO et
al., 2017). Porém, apesar de favorecer a utilizagdo desses gametas por maior periodo de
tempo, diminuir os custos relacionados a manutengdo de reprodutores e possibilitar o
intercdmbio de material genético entre locais distantes, essa biotécnica pode ser fator limitante
para a reprodugdo de alguns animais (CASTELO et al., 2008; LUNA-OROZCO et al., 2019).

Durante a conservacdo do sémen pelo frio, o numero de células espermaticas
danificadas e apoptoticas aumentam drasticamente em relacdo ao sémen in natura,
independente da técnica utilizada (ORTEGA et al., 2003).

A refrigeracdo do sémen ocorre em temperaturas que variam de 2 a 15 °C, apesar de
ser mais comumente utilizada entre 4 ¢ 5 °C (LUKUSA et al., 2020). Essa técnica tem como
principio basico a reducao reversivel da motilidade e da atividade metabdlica dos
espermatozoides, pela diminui¢io gradativa da temperatura (MACHADO e SIMPLICIO,
1995). Segundo Bezerra (2010), a cada 10 °C de diminui¢do da temperatura, o metabolismo
espermatico ¢ reduzido a metade; por conseguinte, ao atingir a temperatura de 5 °C, o

espermatozoide dispde de, aproximadamente, 10% de seu metabolismo para sobreviver.
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Ja a congelagdo ¢ definida como a manutencao de células em temperatura criogénica
(-196 °C) em nitrogénio liquido, a qual permite que todos os processos bioldgicos e
fisiologicos que ocorrem intra e extracelular sejam reduzidos ou até¢ mesmo interrompidos
(TRALDI, 2006; BAKHACH, 2009). Dentre os seus beneficios, encontram-se a conservagao e
utilizagdo do sémen por tempo indeterminado, reduzindo riscos e custos com aquisi¢do e
transporte de reprodutores, além da rapida difusdo genética e formacao de bancos de sémen de
alto valor genético (TONIOLLI e CANTANHEDE, 2019).

No entanto, o processo de congelagdo e descongelacdo induz efeitos deletérios que
reduzem a motilidade, integridade da membrana e capacidade de fertilizagdo (ALCAY et al.,
2020). Dentre as mudancgas na bioquimica e na atividade celular, destacam-se fragmentacao do
DNA, danos ao acrossoma e membrana plasmatica, resultante de alteragdes em sua
composicao, além de ruptura da mitocondria e indugdo a apoptose (CHAKRABARTY et al.,
2007; ISMAIL et al., 2020).

Desta forma, devido as variacdes de temperatura, € preciso que a criopreservagao seja
realizada de forma cuidadosa, visando minimizar a ocorréncia de lesdes irreversiveis nestes

gametas, decorrentes do choque térmico (SALAMON e MAXWELL, 2000; WATSON, 2000).

3.2 Danos espermaticos causados no processo de congelacio/descongelacao

As crioinjurias se originam da associacao entre as mudangas bioquimicas, biofisicas e
ambientais, as quais as células sdo expostas durante o processo de criopreservacao (FICKEL et
al., 2007). Elas podem ser classificadas, de acordo com sua origem, em primdrias, quando
oriundas da formacao de cristais de gelo durante o choque térmico, e secundarias, quando
produzidas pelo efeito solucdo, que resulta do aumento da concentracdo de solutos a medida
que o gelo ¢ produzido (PESCH e BERGMANN, 2006).

Em termos gerais, amostras de sémen criopreservadas apresentam diminuicdo do
nimero de células morfologicamente normais e alteracdes nos padrdes de motilidade
(WATSON, 2000). Tais observagdes classicas podem ser tidas como o resultado dos danos

estruturais e funcionais sofridos pelos gametas devido a mudancas de temperatura, estresse
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osmotico e formagao de cristais de gelo, ocasionando danos ao DNA e estresse oxidativo.
Ainda, modificagdes ocorrem nas membranas espermadticas, decorrentes de mudangas nas
concentragdes de célcio intracelular, que podem justificar o comprometimento da motilidade
espermatica (SIKKA, 2004; LUNA-OROZCO et al., 2019).

Devido as diversas injurias sofridas pelos gametas durante o processo de
criopreservacdo, ¢ recomendado que os espermatozoides sejam submetidos a curvas
adequadas de congelagdo, que devem ser lentas o suficiente para evitar a formagao de cristais
de gelo intracelular e rapida o equivalente para minimizar o contato da célula desidratada com
os solutos (HOLT, 2000), uma vez que tais episodios afetam a sobrevivéncia e a fertilidade
espermdtica (ARRUDA et al., 2007). Assim, a curva de congelacdo tida como 6tima varia
entre -30 e -50 °C/min na maioria das espécies animais, com resultados satisfatorios na
viabilidade celular (MEDRANO et al., 2009).

Enquanto na descongelagdo, caracterizada por mudangas inversas as ocorridas no
processo de congelacdo, ocorre diminui¢do da concentragdo de soluto intracelular e
restabelecimento da concentragdo de agua intracelular e do volume celular (HOLT et al.,
2000). Entretanto, apesar desta etapa estar associada a restauracdo dos componentes celulares,
ela pode resultar em peroxidagdo lipidica e danos a membrana, devido a utilizagdo abrupta de
oxigénio pelo espermatozoide (BANDAY et al., 2017).

Ainda, durante a descongelagdo, caso esta seja excessivamente rapida, pode ocorrer a
ruptura da membrana plasmatica pelo influxo repentino de 4gua para o interior da célula. Por
outro lado, a descongelagdo excessivamente lenta também ocasiona crioinjdrias, em virtude da
recristalizacao, que resultam da juncao de pequenos cristais de gelo formando cristais maiores,
0s quais rompem a membrana plasmatica da célula espermatica (WATSON, 2000; HOLT,
2000; AITKEN, 2020). Deste modo, assim como as taxas de refrigeragdo, a descongelagdo
deve ser realizada em um ritmo ideal, de modo que ndo seja excessivamente rapida ou lenta e,
assim, permita que haja o gradual restabelecimento das condi¢des da célula, sem ocasionar
crioinjurias (WATSON, 1995).

Outro ponto importante a ser analisado ¢ o tipo de diluidor utilizado no processo de

criopreservacdo, sendo de fundamental importancia a escolha correta, uma vez que sua
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composi¢do ¢ um fator crucial para a protecdo espermatica, determinando o sucesso do

procedimento.

3.3 Diluidores

Os ejaculados, na maioria dos animais domésticos, contém mais espermatozoides que
0 necessario para uma fecundacdo. Diluindo o sémen, ele pode ser utilizado para inseminar
varias fémeas. A elevada concentracdo espermdtica determina uma intensa atividade
metabolica, com rapido acumulo de catabolicos no plasma seminal, os quais sdo extremamente
prejudiciais a célula (CASTELO, 2008). Portanto, ¢ essencial que o sémen seja diluido
adequadamente para que haja um numero suficiente de espermatozoides para acomodar as
células em palhetas de inseminacdo, de modo que uma alta taxa de fertilidade possa ser
alcancada usando o menor nimero de inseminacdes ¢ de espermatozoides por inseminagao
(PURDY, 2006; CASTELO, 2008).

Portanto, a funcdo do diluidor € fornecer aos espermatozoides nutrientes como fonte de
energia, proteger contra os danos provocados pelo choque térmico, manter a pressao osmatica
e propiciar um ambiente adequado para a sobrevivéncia espermatica. Além de aumentar o
volume do ejaculado a fim de obter multiplas doses inseminantes (VERSTEGEN et al., 2005;
CAMARA et al., 2018).

Em geral, um diluidor para criopreservagdo de sémen deve incluir uma substincia
tampao, como o TRIS ou HEPES; fontes energéticas, como a glicose, frutose ou sacarose;
crioprotetores nao penetrantes, como leite ou gema de ovo; crioprotetores penetrantes, como
glicerol, etileno glicol ou dimetilsulfoxido; sais, como citrato de sddio ou 4cido citrico; bem
como antibidticos, sendo mais utilizadas penicilina e estreptomicina (PURDY, 2006;
CASTELO et al., 2008).

Desse modo, os crioprotetores atuam por diversos mecanismos, 0s penetrantes
aumentam a fluidez da membrana, causam maior desidratacdo em baixas temperaturas, ¢

diminuem a formacdo de cristais de gelo intracelulares, que podem danificar a membrana
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plasmatica. Por outro lado, os ndo penetrantes diminuem a formagao de gelo extracelular ao
reduzirem a temperatura de congelamento do meio (AMMAN, 1999; HOLT, 2000; AISEN et
al., 2002). Portanto, ndo somente a composi¢ao dos diluidores, mas também a natureza dos
crioprotetores, influenciam diretamente na ocorréncia de danos ocorridos durante a
criopreservacao dos espermatozoides (BANDAY et al., 2017).

Os principais crioprotetrores ndo-penetrantes utilizados sdo a base de gema de ovo e/ou
leite desnatado, assim como as lipoproteinas e a lecitina (fosfatidilcolina) da gema de ovo,
bem como a lactose e as caseinas, que protegem as células espermaticas contra os danos
causados pelo frio (BITTENCOURT et al., 2008; SILVA e GUERRA, 2011; DALMAZZO,
2012). Acredita-se que o leite e a gema de ovo protegem os espermatozoides de forma
semelhante, por meio do sequestro de proteinas do plasma seminal (BSP) para prevenir sua
acdo prejudicial nas membranas espermaticas (BERGERON e MANJUNATH, 2006.;
BERGERON et al., 2007; PLANTE et al., 2016). No entanto, seus mecanismos de protecao
sao diferentes, enquanto na gema de ovo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo
responsaveis pela interacdio com a BSP, no leite desnatado essa interagdo envolve a
participagdo de proteinas (MANJUNATH, 2012; DA SILVA et al., 2020).

Entretanto, amostras de sémen da espécie caprina possuem a particularidade de
interagdo deletéria entre as enzimas presentes no plasma seminal e a gema de ovo e/ou leite
encontrados nos diluidores. Fato observado em 1957, quando Roy demostrou que enzimas
coaguladoras da gema de ovo (EYCE), liberadas pelas glandulas bulbouretrais do caprino,
produzem lisolecitinas e 4cidos graxos, quando em contato com os fosfolipidios (lecitina) da
gema de ovo, que resulta na coagulagdo do meio e, consequentemente, na morte espermatica
(MACHADO e SIMPLICIO, 1995). Posteriormente, Nunes (1982) evidenciou também
interacOes deletérias entre as fragdes proteicas, conhecidas como a glicoproteina SBU-III,
produzidas pelas secregoes das glandulas bulbouretrais dos caprinos e os triglicerideos do
diluidor a base de leite desnatado. Mais tarde, essas substancias (EYCE e SBU-III) foram
identificadas, como homologas, sendo conhecidas como Fosfolipase A (LEBOEUF et al.,

2000; PUDY, 2006).
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Em virtude disso, as demandas de substituicdo de produtos de origem animal por
substancias capazes de conferir crioprotecdo aos espermatozoides aumentaram nos ultimos
anos. Isso porque, além do processo deletério do plasma seminal, a gema de ovo aumenta o
risco de contaminagdo microbiana que pode levar a produg¢do de endotoxinas, acarretando
redugdo da fertilidade dos espermatozoides e aumentando os riscos de transmissdo de doengas,

no comercio internacional de sémen (BOUSSEAU et al., 1998; ANSARI et al., 2016).

3.4 Diluidores quimicamente definidos

Novos diluidores tem sido amplamente estudados e desenvolvidos como alternativas
para a substituicdo dos componentes convencionais, com efeito protetor sobre as células
espermadticas, fato que os torna importantes alternativas para a formula¢do de diluidores
seminais (ALCAY et al., 2017; ARAUJO SILVA et al., 2019; DA SILVA et al., 2020).

A lecitina de soja (LS) possui um elevado conteudo de lipoproteina de baixa de
densidade e, portanto, tem se mostrado uma alternativa viavel a gema de ovo utilizada nos
diluidores (DALMAZZO, 2012). As vantagens dos diluidores a base de LS foram relatadas
com base em resultados de diversos estudos em humanos (JEYENDRAN et al., 2008),
bovinos (AIRES et al., 2003; ARIFIANTINI e YUSUF, 2010; DODARAN et al., 2015),
equinos (PAPA et al., 2011), ovinos (CRESPILHO et al., 2012), bubalinos (AKHTER et al.,
2012 e caprinos (ARAUJO SILVA, 2019).

Quanto as LDL, estudos indicam que possuem propriedades crioprotetoras por meio de
sua intera¢do com as proteinas BSP, que impede a extracdo do colesterol e do fosfolipidio da
membrana espermatica. Além de substituir os fosfolipidios que sdo perdidos ou danificados
durante o processamento e formar uma pelicula protetora na superficie do gameta,
protegendo-os durante o processo de criopreservagdo (BERGERON E MANJUNATH, 2006;
ANSARI et al., 2016). Portanto, varios estudos tem demonstrado efeito benéfico no uso da
LDL em diversas espécies (WILHELM et al., 1996; ZERON et al., 2002; ANSARI et al.,
2016; LUNA-OROZCO et al., 2019).
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3.4.1 Caseina

O leite desnatado (livre de lipideos) usado no meio diluidor para prote¢do dos
espermatozoides ¢ tdo eficiente quanto o leite integral, sendo assim, os lipideos ndo parecem
ser o constituinte responsavel pela protecdo proporcionada pelo leite (BERGERON e
MANJUNATH, 2006). A lactose, que esta presente no leite de vaca na concentragao de 4,8%,
pode melhorar a eficiéncia dos diluidores, mas ndo ¢ suficiente para proteger os
espermatozoides a 4 °C ou a temperatura abaixo de 0 °C (BERGERON et al., 2007).

Outas proteinas, como a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, albumina e lactoferrina,
estdo soluveis no leite (3,5 g/L) e sdo chamadas coletivamente de proteinas do soro. No
entanto, ndo estd claro se essas proteinas t€ém algum efeito protetor sobre os espermatozoides
durante a criopreservacao (BERGERON et al., 2007).

J4 a micela de caseina isolada pode proteger os espermatozoides de garanhdes, bodes,
carneiros e touros durante armazenamento a 4 — 5 °C, além de proteger os espermatozoides de
touros, na presenca de glicerol, durante o processo de congelagdo. Portanto, o componente
protetor do leite sdo as micelas de caseina, que constituem as principais proteinas do leite
(BERGERON e MANJUNATH, 2006; BERGERON et al., 2007; DE MENEZES, 2016).

As caseinas sdo compostas por fosfoproteinas chamadas asl, as2, B e k-caseina, as
quais estao presentes no leite na concentragao de 27 g/L de proteinas totais, como particulas
coloidais heterogéneas, chamadas de micelas de caseina. Basicamente, as micelas de caseina
sdo constituidas por um nucleo hidrofobico de caseinas a e 3, e rodeadas por caseinas k (DE
MENEZES et al., 2016; SILVA et al., 2019).

Sendo assim, o mecanismo de defesa das micelas de caseina presentes no leite
desnatado ocorre por meio do sequestro das proteinas BSP. Assim, a prote¢dao dos
espermatozoides pelo leite envolve uma interacao proteina BSP — caseina (DE MENEZES,
2016; PLANTE et al., 2016). Sugere-se que a interacao entre as proteinas BSP e a caseina seja
suficientemente forte para permitir o sequestro de proteinas BSP do plasma seminal,

impedindo sua ligagdo a membrana espermatica. No entanto, os compostos protetores ainda
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permitem que algumas proteinas BSP se liguem a membrana espermdtica € mantenham a
fertilidade do espermatozoide (MANJUNATH et al., 2002; BERGERON et al., 2004).

Como os homologos da BSP foram identificados no sémen de outras espécies,
incluindo os caprinos (GARCIA e GRAHAM, 1987; VILLEMURE et al., 2003), pode-se
postular que o mecanismo de protecdo dos espermatozoides pela caseina pode ser semelhante
para todos os mamiferos (PLANTE et al., 2016). Além disso, as micelas de caseina possuem
propriedade de interagir com ions de calcio. Estes ions sdo responsaveis por induzir a
fosforilacdo da tirosina para iniciar o processo de capacitacdo, bem como melhorar a taxa de
ligacdo do espermatozoide a zona pelucida de odcitos, com consequente aumento da produgdo

de embrides in vitro (DA SILVA et al., 2020; DINIZ, et al., 2020).

3.5 Analise espermatica

3.5.1 Sistema computadorizado (CASA)

A andlise espermatica auxiliada por computador se refere a um sistema automatizado,
projetado para fornecer informacdes precisas e significativas sobre a concentragdo,
viabilidade, dindmica ou morfologia destes gametas, assim como realizar a analise estatistica
da populacdo espermatica. Este sistema tem como base o desenvolvimento de imagens
continuas de espermatozoides, processamento digital e andlise de informag¢des com o auxilio
de camera de video, placa de captura de video, computador (hardware), microscopio de
contraste de fase e software especifico (LU et al., 2014; AMANN e WABERSKI, 2014;
YESTE et al., 2018).

E fundamental para a operagio do sistema CASA que as imagens dos gametas possam
ser capturadas com clareza pela camera e convertidas em imagens digitais. Em geral, a
coordenada do espermatozoide ¢ determinada pela cabeca ou pelo seu ponto mais brilhante,
como ponto de referéncia. Em seguida, o software inicia a captura de uma imagem continua da
cabecga espermdtica em uma area selecionada (MORTIMER, 2000). A &rea ¢ um circulo ao

redor da cabega do espermatozoide, com um raio predeterminado. Depois que as imagens
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continuas da cabec¢a do espermatozoide sdo localizadas, a coordenada da trajetéria espermatica
pode ser determinada e uma série de valores dindmicos podem ser calculados. Os parametros
de movimento sdo compostos principalmente de trés valores: velocidade do movimento
espermatico, relagdo da velocidade espermatica e caracteristicas de oscilagdo do
espermatozoide (AMANN e KATZ, 2004; MORTIMER et al., 2015).

Os parametros gerados da cinética espermatica pelo sistema sao: Motilidade Total (%),
referente a populacdo de células que estdo se movendo, com uma velocidade minima
determinada no setup, sendo a propor¢do de células moveis do total; Motilidade Progressiva
(%), refere-se a porcentagem de células movendo-se progressivamente; Velocidade de Trajeto
(VAP, um/s) ¢ a velocidade média ininterrupta do trajeto da célula; Velocidade Progressiva
(VSL, um/s) ¢ a velocidade média percorrida em linha reta, entre os pontos inicial e final do
trajeto; Velocidade Curvilinear (VCL, um/s) ¢ a velocidade média mensurada de ponto a ponto
do trajeto percorrido pela célula; Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabe¢a (ALH, um/s)
¢ a largura média da oscilagdo da cabega, conforme a célula se move; Frequéncia de
Batimentos (BCF, Hz) ¢ a frequéncia com que a cabeca do espermatozoide move-se para tras e
para frente durante um trajeto percorrido; Retilinearidade (STR, %) ¢ o valor médio da
propor¢ao entre VSL/VAP; Linearidade (LIN, %) ¢ o valor médio da propor¢do entre
VSL/VCL; e Velocidade Rapida (%) (MORTIMER, 2000; ARRUDA, 2011; AMANN e
WABERSKI, 2014; BERGSTEIN, 2014).

3.5.2 Teste hiposmotico (HOST)

As membranas bioldgicas sdo as responsaveis pela homeostase celular, por meio de
suas trocas com o meio externo. Uma das propriedades da membrana celular ¢ a habilidade de
permitir o transporte seletivo de moléculas, principalmente aquelas com baixo peso molecular
(TAKAHASHI et al., 1990; REVELL e MRODE, 1994; ARRUDA et al., 2011).

Sabendo-se que a membrana plasmatica esta envolvida em trocas metabdlicas com o

meio, o estudo de sua funcionalidade torna-se essencial, haja vista a grande influéncia de sua
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atividade bioquimica nos processos de capacitacdo espermatica e fertilizacdo, e, quando
realizado juntos aos parametros tradicionais de avaliacdo do sémen, resulta em determinagao
mais precisa dos indices de fertilidade (OLIVEIRA et al., 2013).

Quando colocado em uma solucdo hiposmotica, a dgua entra no espermatozoide na
tentativa de alcangar o equilibrio osmoético. O influxo de 4agua ird aumentar o volume
espermatico e provocar edema da membrana plasmatica, com consequente turgidez e redugao
da razao volume/superficie. O flagelo do espermatozoide, por apresentar uma membrana mais
fragil do que aquela presente na regido da cabega, parece ser suscetivel ao teste. A capacidade
do flagelo de se dobrar na presenca de uma solucdo hiposmotica indica que o transporte de
agua através da membrana ocorre normalmente e que esta estrutura celular se encontra integra

e funcional (BITTENCOURT, 2005; ARRUDA et al., 2011).

3.5.3 Sondas fluorescentes

A funcionalidade de organelas dos espermatozoides, ou seus compartimentos, tém sido
monitorados por procedimentos especificos de coloragdo, tecnicamente conhecidos como
sondas fluorescentes. Estas sondas possuem a capacidade de se ligar a pontos especificos das
células, diferindo assim dos corantes, e permitindo um diagnodstico mais facil e direto, na
dependéncia de suas caracteristicas fisicas (ARRUDA et al., 2011).

O uso de sondas fluorescentes em microscopia de epifluorescéncia, ou citometria de
fluxo, permite avaliar a integridade das membranas plasmatica e acrossomal, o potencial
mitocondrial, a translocagao de fosfolipidios de membrana, o indice de caspase-ativada, o
indice de fragmentacdo de DNA, a integridade do flagelo, a peroxidacdo lipidica, a
fosforilizagdo da tirosina, a reacdo acrossdmica, entre outros (ARRUDA et al., 2010;
ARRUDA et al., 2011). Atualmente uma variedade muito grande de sondas fluorescentes tem
sido utilizada, isoladamente ou em associagdes, pois a combinagdo de véarias substancias
possibilita a avaliacao de diversos compartimentos espermaticos, simultaneamente.

O diacetado de 6-carboxifluoresceina (DCF) ¢ um corante penetravel a membrana

plasmatica do espermatozoide. Enzimas presentes no citoplasma espermatico convertem a
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molécula de DCF em fluoresceina, que emite uma fluorescéncia verde. Havera a conversao do
DCF em fluoresceina somente se a membrana plasmatica da célula espermatica estiver integra,
pois a membrana plasmatica lesada ndo possibilita a permeabilidade a esse corante
(HARRISON e VICKERS, 1990; ARRUDA et al., 2011).

O iodeto de propidio (IP) ¢ uma sonda fluorescente também utilizada para avaliar a
integridade da membrana plasmatica; tem afinidade pelo DNA e cora em vermelho o nucleo
da célula com membrana plasmatica danificada (GRAHAM et al., 1990). O IP ¢ um corante
impenetravel a membrana plasmadtica, porém, quando esta apresenta alguma falha de
continuidade, a molécula de IP consegue penetrar na célula e se ligar ao DNA. Quando isso
ocorre, ¢ emitida uma fluorescéncia vermelha (CELEGHINI et al., 2007; 2008).

Ao se associar o DCF com o IP, ¢ possivel identificar trés populagdes de
espermatozoides. Os corados em verde ndo possuem a membrana plasmatica lesada, por isso
sdo considerados integros; os corados em vermelho sdo identificados como lesados, pois foi
possivel a penetracdo da sonda no DNA; e os lesados com acrossoma intacto sao corados em
verde com o nucleo vermelho (HARRISON e VICKERS, 1990; ARRUDA et al., 2011).

A integridade do acrossoma pode ser verificada por diferentes técnicas de
fluorescéncia. A mais aplicada ¢ o uso de marcadores de glicoproteina, como lectinas
(GRAHAM et al., 1990), entre eles, a aglutinina de Pisum sativum (PSA) tem sido
amplamente utilizada (CROSS e MEIZEL, 1989), que ¢ fluoresceina-conjugado com o
isotiocianato de fluoresceina (FITC), e com isso marca os espermatozoides com acrossoma
danificado em verde-amarelo (CELEGHINI et al., 2007; 2010).

O iodeto de 5,5, 6,6 tetracloro 1,1,3,3’ tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) é
um tipo especial de carbocianina, que tem sido usado com precisdo como medida sensivel para
detectar alteragdes no potencial de membrana mitocondrial de espermatozoides em varias
espécies (DE ANDRADE et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; CELEGHINI et al., 2010).
O JC-1 ¢ uma sonda fluorescente capaz de detectar variagdes no potencial da membrana
mitocondrial, por codigo de cor. Assim, o corante muda reversivelmente do verde para o
vermelho-laranja @ medida que a membrana mitocondrial se torna mais polarizada. A

fluorescéncia verde do JC-1 existe como um mondmero com baixo potencial de membrana;
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enquanto, o vermelho-laranja em alto potencial de membrana do JC-1 ¢ devido a formacao de

J-agregados (CELEGHINI et al., 2010).
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RESUMO

Os diluidores de sémen a base de leite ou gema de ovo ndo apresentam padroniza¢do em sua
composi¢do, o que pode causar uma variabilidade nos resultados obtidos, além de poderem
causar contaminagdo por microrganismos. Portanto, estudos acerca de diluidores contendo
apenas componentes quimicos com efeitos protetores aos espermatozoides sdo de grande
importancia. Com isso, objetivou-se elaborar um diluidor quimicamente definido, a base de
Tris-caseina, e avaliar seu efeito e eficdcia no processo de congelacdo de sémen de
reprodutores caprinos. Para tanto, foram utilizados trés bodes em idade reprodutiva e as
colheitas de sémen foram realizadas pelo método de vagina artificial ¢ uma fémea como
manequim. Foram colhidos oito ejaculados por macho, totalizando 24 ejaculados. Apos a
colheita, os ejaculados com motilidade superior a 70% foram agrupados em pools seminais.
Para congelacao, foi utilizado diluidor convencional, constituindo o grupo controle (Tris-gema
de ovo), assim como diluidor & base de Tris-caseina, em diferentes concentracdes (CASI1:
0,125g/L; CAS2: 0,25g/L; CAS3: 0,5g/L), acrescidos com 5% de glicerol. Apos dilui¢ao
(200x10° espermatozoides/mL), as palhetas (0,25 mL) identificadas foram congeladas em
sistema automatizado ¢ armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C). Apds descongelacao
(37 °C, 30 s), as amostras foram submetidas as analises de cinética (CASA), integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica, integridade do acrossoma e potencial de membrana
mitocondrial. Os parametros cinéticos nao evidenciaram diferenca significativa (P > 0,05),
com excecao da frequéncia de batimento flagelar (BCF), onde o grupo CAS3 apresentou valor
superior (P £ 0,05) ao grupo controle. Quanto as analises de integridade e funcionalidade da
membrana plasmatica, integridade do acrossoma e potencial de membrana mitocondrial, nao
se observou diferencas significativas (P > 0,05) entre os grupos avaliados. Conclui-se que o
diluidor quimicamente definido a base de Tris-caseina apresenta-se como uma alternativa
viavel ao diluente convencional a base de Tris-gema de ovo, utilizado para congela¢do do
sémen caprino.
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ABSTRACT

Semen extenders based on milk or egg yolk do not have a standardized composition,
which can cause variability in the results obtained, in addition for being biological
material, it is able to cause contamination of semen by microorganisms. Therefore,
studies on extenders containing only chemical components with protective effects on
sperm are necessary. The objective of the present work was to elaborate a chemically
defined extender, based on Tris-casein, and to evaluate its effect and efficacy in the goat
semen freezing process. For this purpose, three goats of reproductive age were used and
semen collections were obtained by the artificial vagina method and one female as
dummy. Eight ejaculates were collected per male, totaling 24 ejaculates. After semen
collection, the ejaculates that presented motility greater than 70% were grouped in
seminal pools. For freezing, a conventional extender was used, constituting the control
group (Tris-egg yolk), as well as a extender based on Tris-casein, in different
concentrations (CAS1: 0.125g / L; CAS2: 0.25g / L; CAS3: 0.5g / L), added with 5% of
glycerol. After dilution (200x106 sperm / mL), straws (0.25 mL) were identified and
frozen in an automated system and stored in liquid nitrogen (-196 2C). After thawing (37
°C, 30 s), the samples were submitted to kinetic analysis (CASA), integrity and
functionality of the plasma membrane, acrosome integrity and mitochondrial membrane
potential. The kinetic parameters did not present significant difference (P> 0.05), with an
exception of the flagellar beat frequency (BCF), where the CAS3 group had a higher value
(P <0.05) than the control group. Regarding the integrity and functionality of the plasma
membrane, acrosome integrity and mitochondrial membrane potential analysis, there
were no significant difference (P> 0.05) between the groups evaluated. It can be
concluded that the chemically defined extender based on Tris-casein presents as s a
viable alternative to the conventional diluent based on Tris-egg yolk, used for freezing
goat semen.
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1 Introducio

A criopreservacdo de s€émen ¢ uma ferramenta importante para a conservagdao dos
recursos genéticos. Entretanto, a conservacdo dos espermatozoides pelo frio torna-se um
problema, particularmente durante a congelagdo, por determinar alteragdes espermaticas letais
ou subletais em niveis ultraestrutural, bioquimico e funcional, que resultam na redugdo da
motilidade, viabilidade e capacidade fertilizante dos espermatozoides (ALCAY et al., 2020).

Um dos pontos primordiais para o sucesso da criopreservacao esta relacionado ao meio
diluidor. Em termos gerais, um bom diluidor deve ter em sua composi¢do carboidratos, como
fonte de energia; tampdes para manutengao do pH e da osmolaridade; antibidticos para inibir o
crescimento microbiano; crioprotetores ndo penetrantes que, além de terem fungdo nutritiva,
protegem as células contra o choque frio, a medida que sdo refrigeradas até¢ 5 °C; e
crioprotetores penetrantes para protegerem os espermatozoides dos efeitos deletérios da
congelacao (PURDY, 2006; CASTELO et al., 2008).

Os diluidores mais utilizados para criopreservagao de s€émen sao baseados em produtos
de origem animal, como gema de ovo ou leite. Preocupagdes foram levantadas nos ultimos
anos sobre o seu potencial risco como veiculos para patogenos causadores de doengas e sua
seguranca microbioldgica (BOUSSEAU et al., 1998; CHELUCCI, 2015; ANSARI et al.,
2016). Além disso, a qualidade do sémen pos-descongelado também pode ser influenciada por
diferengas individuais da qualidade inerente a gema do ovo, devido ao numero de dias apos a
postura, ao periodo de armazenamento e as diferencas entre produtores (DEL VALLE, 2013;
ANZAR, 2019).

A fim de solucionar estes entraves e permitir o processamento mais adequado e seguro
do sémen, algumas alternativas para a substituicdo do leite desnatado e da gema de ovo tém

sido relatadas, dentre as quais se pode destacar lecitina de soja (ALCAY et al., 2017;
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MEHDIPOUR et al., 2017; NAJAFI et al., 2017; ARAUJO SILVA et al., 2019), caseinato
(DA SILVA et al., 2020) e lipoproteinas de baixa densidade (LUNA-OROZCO et al., 2019).
Diluidores a base destes componentes t€ém demonstrado efeito protetor sobre as células
espermaticas, fato que os torna importantes alternativas para a formula¢do de diluidores
seminais (ALCAY et al., 2017, ARAUJO SILVA et al., 2019; DA SILVA et al., 2020).

A caseina ¢ a principal proteina do leite e representa 75-80% de todas as proteinas
encontradas neste produto (PEREIRA, 2014). Esta proteina tem a capacidade de estabilizar as
membranas espermaticas, evitando a perda de fosfolipidios, uma vez que competem
diretamente com proteinas plasmaticas seminais, responsaveis pela desestabilizacdo da
membrana (BERGERON e MANJUNATH, 2006; BERGERON et al., 2007). Assim, a caseina
¢ responsavel pela protecao dos espermatozoides, mesmo em baixas concentragdes no s€émen
refrigerado (0,6%) ou congelado (1,35%) (LAGARES et al., 2012). Porém, ¢ necessario
estudos sobre sua utilizagdo no processo de congelacdo do s€émen caprino, visando avaliar seu
efeito e eficacia sobre as células espermaticas.

Por conseguinte, o objetivo principal deste estudo foi elaborar um diluidor
quimicamente definido a base de caseina, para congelacdo do sémen caprino, a fim de permitir
adequada conservagdo espermadtica, com eliminagdo dos riscos e das barreiras sanitarias

oriundos do uso de diluidores convencionais.

2 Material e Métodos

Exceto quando especificado, todos os reagentes usados no experimento foram obtidos
da Sigma-Aldrich Company (St Louis, MO, EUA).

Foram utilizados trés bodes da raga Saanen, sexualmente maduros, com historico de
fertilidade e individualmente alojados, pertencentes ao Departamento de Zootecnia, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, Brasil (8° 03°14” S e 34°
52°52" W). Os animais foram alimentados com 400g/animal/dia de concentrado comercial,

assim como feno de Tifton, agua e sais minerais ad libitum. O protocolo experimental foi
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aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (URFPE- Brasil), sob o processo n° 051/2019/CEUA.

Os ejaculados foram obtidos pelo método de vagina artificial, usando uma fémea como
manequim. Oito ejaculados foram colhidos por macho (duas coletas por semana), para um
total de 24 ejaculados. Apos a colheita, os ejaculados foram imediatamente submetidos a
analise macroscopica (volume, cor, aspecto e odor) e microscopica (turbilhonamento,
motilidade e vigor) em microscopio de contraste de fase (Olympus, Japdo; 100x). Os
ejaculados que apresentaram valores minimos de 70% de motilidade total foram aprovados e
destinados a formacdo do pool. Em seguida, a concentracdo espermatica do pool foi
determinada, utilizando a cdmara de Neubauer, ¢ a motilidade espermatica foi analisada pelo
sistema computadorizado de andlise espermatica (CASA, SCATM; Microptics, S.L., Versao
5.1. Barcelona, Espanha). O pool de sémen foi submetido duas vezes ao processo de lavagem
em Tampao TRIS (3,605 g Tris; 2,024 g acido citrico; 1,488 g frutose, 100 mL de dgua MilliQ,
pH 6,8), por meio de centrifugacdo (600 g/10 min), para remog¢ao do plasma seminal. Apds
processamento, foram utilizados os pools que tinham valores minimos de 70% de motilidade
total.

Uma amostra de s€émen foi diluida em meio de congelacao a base de Tris-gema de ovo
(Tris 375 mM, &cido citrico 124 mM, frutose 41,6 mM, gema de ovo 20%, penicilina 100 Ul,
estreptomicina 50 mg, glicerol 5%, pH 7,2), constituindo o grupo controle (GC). As demais
amostras foram diluidas em meio quimicamente definido a base de Tris (Tris 375 mM, acido
citrico 124 mM, frutose 41,6 mM, L-carnitina 2 mM, piruvato de sdédio 1mM, penicilina 100
Ul, estreptomicina 50 mg, glicerol 5%, pH 7,2), acrescido de caseina em diferentes
concentragdes, constituindo os grupos tratados (CAS1 = 0,125g/L; CAS2 = 0,25g/L; CAS3 =
0,5g/L). Apds diluigdo, todos os grupos apresentaram concentragdo final de 200 x 10°
espermatozoides/mL. Em seguida, as amostras foram armazenadas em palhetas (0,25 mL) e
congeladas em sistema automatizado (TK-3000®, TK Tecnologia em congelacdo Ltda.,
Uberaba, Brasil), utilizando a curva de refrigeragdo especifica para sémen caprino, com

reducdo de temperatura de 0,25 °C/min até atingir 5 °C, onde permaneceram por 120 min para
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estabilizacdo. A curva negativa foi iniciada com reducao de 20 "C/min, até atingir -120 °C,
quando as palhetas foram imersas e armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C).

Apo6s um intervalo minimo de 24h de armazenamento em nitrogénio liquido, duas
palhetas por grupo experimental foram descongeladas (37 ‘C por 30s). Para avaliagdo da
cinética espermatica, aliquotas (10uL) de s€émen foram diluidas em Tris, para a concentragdo
de 50 x 10° sptz/mL, e incubadas em banho-maria (37 °C/5 min). Para analise no sistema
computadorizado (CASA), uma aliquota (3uL) da amostra diluida foi colocada sobre a ldmina
e coberta com laminula (18 x 18 mm), ambas pré-aquecidas (37 °C) e avaliadas em
microscopio de contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon, Japao, 100x). As imagens foram
capturadas por uma camera de video (Basler Vision Technologies TM A312FC, Alemanha).
Para cada amostra, cinco campos aleatorios foram selecionados, com registro de, no minimo,
500 células espermaticas. As variaveis analisadas foram: motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), velocidade répida (RAP, %) linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR,
%), indice de oscilacdo (WOB, %); velocidade curvilinea (VCL, pm/s), velocidade em linha
reta (VSL, pm/s), velocidade média da trajetéria (VAP, pm/s), deslocamento lateral da cabeca
(ALH, pm/s) e frequéncia de batimentos (BCF, Hz). Os valores do sistema CASA foram
mensurados com as seguintes configuracoes: temperatura 37 °C; magnificagao, 100x; nimero
de imagens, 25; imagens por segundo, 25; 4rea da cabega, 20 a 70 um?; VAP: lentos 10 p/s <
médios 45 p/s <réapidos 75u/s; progressividade, 80% STR; circular, 50% LIN.

As andlises espermaticas realizadas em microscopia de epifluorescéncia (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) com uma ampliagdo de 400 X, usando um filtro de emissdo DBP
580-630 nm e um filtro de excitagdo DBP 485-520 nm, seguiram metodologia descrita por
ARAUJO SILVA et al. (2019). A integridade da membrana plasmatica (iMPA) foi avaliada
pelo método de dupla coloragao, utilizando a combinagdo de diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA; 0,46 mg/mL em DMSO) e iodeto de propidio (PI; 0,5 mg/mL em PBS). Para cada
tratamento, uma aliquota da amostra (30 pL) foi corada com 5,0 uL. de CFDA e 5,0 uL de PT e
incubada por 10 min (25 °C). Duzentos espermatozoides foram avaliados usando DBP 485/20
nm de excitagdo ¢ DBP 580-630 nm filtros de emissdo, com uma ampliagdo de 400x. Os

espermatozoides corados apenas em verde foram considerados como portadores de
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membranas intactas e aqueles corados em vermelho como portadores de membranas
danificadas.

A integridade de acrossoma (iAC) foi avaliada usando o corante isotiocianato de
fluoresceina conjugado com Aglutinina de Amendoim (FITC-PNA; 100 pg/mL em PBS). Para
cada tratamento, uma aliquota (10 pL) da amostra foi usada para fazer um esfregaco, o qual
foi seco ao ar, corado com 30 uL de FITC-PNA e incubado em camara imida (4 °C por 15
minutos), no escuro. Em seguida, as 1dminas foram imersas em PBS duas vezes e secas ao ar
naturalmente. Imediatamente antes da avalia¢do, 5,0 puL da solucdo (4,5 mL de glicerol, 0,5
mL de PBS e 5,0 mg de p-fenilenodiamina) foram colocados na lamina e cobertos com uma
laminula. Duzentos espermatozoides foram avaliados usando excitacdo BP 450-490 nm e
filtros de emissao LP 515 nm, com uma ampliacao de 400x. Os espermatozoides corados em
verde fluorescente na regido do acrossoma foram classificados como portadores de
acrossomas intactos, enquanto aqueles corados em verde fluorescente apenas na regido
equatorial da cabega espermadtica, ou ndo se apresentaram corados, foram classificados como
portadores de acrossomas danificados.

O alto potencial de membrana mitocondrial (aPMM) foi avaliado usando um
fluorocromo catidnico lipofilico (JC-1; 0,15 mM em DMSO). Para cada tratamento, uma
aliquota de 30 puL da amostra foi corada com 5,0 pL de JC-1 e incubada por 10 min (25 °C).
Duzentos espermatozoides foram avaliados usando excitagdo BP 450490 nm e filtros de
emissdo LP 515 nm, em uma ampliagdo de 400x. Os espermatozoides que apresentaram pega
intermediaria corada em laranja foram classificados como portadores de alto potencial de
membrana mitocondrial, enquanto os espermatozoides corados em verde na peca intermediaria
foram classificados como portadores de baixo potencial de membrana mitocondrial.

Visando avaliar a integridade funcional da membrana plasmadtica foi feito o teste
hiposmético. Para tal, uma solugdo a base de citrato de sédio (50%) e frutose (50%) a
100 mOsm/L foi preparada de acordo com OLIVEIRA et al. (2013). Para anélise, uma palheta
de cada grupo experimental foi descongelada (37 °C por 30s) e colocados 10 uL de sémen em
um eppendorf contendo 100 pL. da solugdo hiposmotica. Apds 30 minutos de incubacdo em

banho-maria (37 °C), uma aliquota de cada grupo foi avaliada sob microscopia de contraste de
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fase (Olympus, Japao; 1000x), sendo contadas 200 células. Os espermatozoides apresentando
cauda dobrada e edemaciada foram considerados como portadores de membrana plasmatica
funcional. O resultado foi expresso em porcentagem, apos a diferenca entre a porcentagem de
espermatozoides reativos e ndo reativos ao HOST.

Para andlise estatistica, os grupos experimentais foram testados para a normalidade
usando o Teste Shapiro-wilk. Em seguida, as variaveis normalmente distribuidas foram
analisadas com Anadlise de Varidncia (ANOVA) unilateral, seguida do teste de Tukey. Os nao
normalmente distribuidos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. Os dados foram
expressos como média + SD (desvio padrdo) e foram considerados significativos se P < 0,05.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se a versdo GraphPad Prism8 (Version

8.0.1).

3 Resultados

Os resultados da andlise de cinética espermatica estdo apresentados na Tabela 1.
Observa-se que nos parametros de MT, MP, VAP, VSL, VCL, ALH, STR, LIN, RAP ¢ WOB
nao foram evidenciadas diferencas (P>0,05) entre o grupo controle (Tris-gema de ovo) e os
demais grupos congelados em meio quimicamente definido a base de Tris, acrescidos de
diferentes concentragdes de caseina (CAS1, CAS2 e CAS3). No entanto, houve aumento
(P<0,05) na frequéncia de batimento flagelar (BCF) ao utilizar o diluidor quimicamente
definido a base de Tris-caseina, na concentracdo de 0,5g/L (CAS3), quando comparado ao
grupo controle (Tris-gema de ovo).

Em relacdo aos parametros de integridade de membrana plasmatica (iMP), integridade
de acrossoma (1AC), potencial de membrana mitocondrial (aPMM) e teste hiposmotico
(HOST) apresentados na Tabela 2, ndo se observou aumento (P>0,05) nos valores desses

parametros (P>0,05) nos diferentes grupos congelados com diluidor quimicamente definido a
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base de Tris-caseina, em diferentes concentragdes (CAS1, CAS2 e CAS3), quando comparados

ao grupo controle (Tris-gema de ovo).
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Tabela 1. Cinematica (CASA) de espermatozoides caprinos congelados em diluidor Tris-Gema de ovo ou quimicamente definido a
base de Tris-caseina, em diferentes concentracdes (CAS1 =0,125g/L; CAS2 = 0,25g/L; CAS3 =0,5g/L). Os dados foram expressos
em média + desvio padrio.

CONTROLE CASI CAS2 CAS3

MT (%) 50.43+12.89 36.11+£12.07 31.39+11.17 33.09+16.09
MP (%) 27.99+8.51 19.06+ 8.92 16.97+6.79 18.5449.32
RAP (%) 10.96+5.30 9.29+5.77 6.21+3.56 9.58+ 5.45
LIN (%) 73.70+13.96 67.5648.04 73.70+4.01 66.47+ 10.44
STR (%) 86.97+ 7.83 86.59+4.85 87.90+2.21 87.80+3.96
WOB (%) 87.03+ 9.73 77.80+ 5.84 83.39+ 3.20 79.794 4.90
VCL (um/s) 66.26+9.20 67.93+12.25 61.30+7.69 67.89+ 10.36
VSL (um/s) 47.97+6.76 45.96+10.14 46.28+4.85 47.51+7.83
VAP (um/s) 55.11+5.09 52.77+9.74 51.0145.95 54.01+7.96
ALH (um) 1.90+0.57 2.41+0.43 2.03+0.31 2.3540.55
BCF (Hz) 9.4142.17° 11.74+1.38% 10.44+1.39% 12.97+1.07°

MT = Motilidade total; MP = motilidade progressiva; RAP = motilidade rdpida; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB =
indice de oscilacao; VCL = velocidade curvilinea; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da trajetoria; ALH =
deslocamento lateral da cabeca, BCF = frequéncia de batimentos. *° letras diferentes na mesma linha representam diferenca

estatistica entre os tratamentos (P<0,05).
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Tabela 2. Percentual de espermatozoides caprinos portadores de membrana plasmatica e acrossoma integros, alto potencial de
membrana mitocondrial e teste hiposmotico, apds congelacdo em diluidor a base de Tris-Gema de ovo (Controle) ou quimicamente
definido a base de Tris-caseina em diferentes concentragdes (CAS1 =0,125g/L; CAS2 = 0,25g/L; CAS3 =0,5g/L). Os dados foram
expressos em média = desvio padrao.

Controle CAS1 CAS2 CAS3
iMP (%) 38.07+11.05 34.49+9.45 23.57+15.68 31.57£12.54
1AC (%) 20.28+5.23 25.14+23.13 29.67+10.51 22.4247.68
aPMM (%) 42.50+17.49 45.07+£25.13 34.79+£26.63 21.50+£20.33
HOST (%) 60.71+£10.40 46.86+22.07 56.26£15.18 48.79+18.81

iMP — integridade de membrana plasmatica; iIAC — integridade de acrossoma; aPMM - alto potencial de membrana
mitocondrial; HOST — teste hiposmoético.

50



4 Discussao

Os diluidores tradicionais para congelacao de sémen caprino incluem a gema de ovo e
o leite desnatado, ou sua combinag¢do, porém existem muitas limitagdes ao seu uso,
destacando-se o fato destes constituintes biologicos diferirem entre partidas, bem como
propiciarem a contaminacao microbiana e a disseminacdo de patogenos (BOUSSEAU et al.,
1998; PURDY, 2006; CHELUCCI, 2015). Em virtude disso, as demandas de substitui¢ao
destes componentes por substancias capazes de conferir crioprote¢do aos espermatozoides
aumentaram nos ultimos anos. Sendo assim, a caseina, principal proteina do leite, esta sendo
investigada como sendo o componente do leite responsavel por proteger os espermatozoides
contra as injurias resultantes da baixa temperatura de criopreservacdo (BERGERON e
MANJUNATH, 2006; BERGERON et al., 2007; MANJUNATH et al., 2012). Destaca-se que
este ¢ o primeiro artigo a fornecer evidéncias de que o diluidor quimicamente definido
suplementado com caseina pode ser utilizado para congelacao de sémen caprino.

A motilidade espermatica vem sendo utilizada como critério primario para avaliar a
qualidade do sémen por diversos autores. Uma vez que os espermatozoides precisam ser
transportados para o oviduto para encontrarem e penetrarem o ovdcito, porcentagem elevada
de espermatozoides moveis pode indicar boa capacidade fertilizante do sémen
(SUNDARARAMAN et al., 2012; LOVE et al., 2015; BATTUT et al., 2017). O Manual para
Exame Andrologico e Avaliagdo de Sémen Animal (CBRA, 2013) recomenda uma motilidade
minima de 30% e 50x10° espermatozoides/dose para sémen caprino pods-congelagio.
Ressalta-se entdo que, apesar dos valores absolutos de MT e MP apresentarem-se
numericamente inferiores nos grupos diluidos em Tris-caseina, ndo se obteve nenhuma
diferenca significativa entre todos os grupos avaliados. Por conseguinte, ¢ importante destacar
que os resultados de qualquer diluidor utilizado no presente trabalho (Tris-gema de ovo ou
Tris-caseina nas concentracdes de 0,125g/L, 0,25g/L ou 0,5g/L) ultrapassam a motilidade
minima (30%) recomendada pelo CBRA, evidenciando a possibilidade da utilizacdo do

diluidor a base de Tris-caseina para congelagdo de s€émen caprino.

51



Além disso, neste estudo, o padrdo de movimento e a cinética espermatica (MT, MP,
RAP, LIN, STR, WOB, VCL, VSL, VAP e ALH) dos grupos diluidos em Tris-caseina (CAS1
=0,125g/L; CAS2 = 0,25g/L; CAS3 = 0,5g/L) ndo diferiram do grupo controle (Tris-gema de
ovo). Estes dados evidenciam a capacidade de protecdo da caseina, na diferentes
concentragdes utilizadas, contra as crioinjurias causadas durante o processo de congelacao,
semelhante a prote¢ao ja conhecida do diluidor a base de Tris-gema de ovo (controle). Esses
achados sdo consistentes com os resultados de estudos anteriores, onde se acredita que as
proteinas do leite tenham interacdo com as proteinas BSP (CHANG-HE LIU et al., 2016;
IGBOKWE et al, 2019). As BSP s3o proteinas de ligagdo a fosfocolina, altamente
conservadas em mamiferos, que se associam as membranas espermaticas. Essas moléculas tém
efeitos prejudiciais na preservacao de espermatozoides bovinos (BERGERON et al., 2007,
MENEZES et al., 2016; DINIZ et al., 2020), mas também se ligam a caseinas e proteinas do
soro do leite. Esse tipo de interagdo protege os espermatozoides durante o armazenamento
(BERGERON et al., 2007; LUSIGNAN et al., 2011; MENEZES et al., 2016). Esta bem
estabelecido que, quando altas concentracdes de BSPs livres estdo em contato com os
espermatozoides, elas extraem lipidios das membranas (BERGERON e MANJUNATH 2006;
IGBOKWE et al., 2019). Desta forma, a exposi¢ao continua as BSPs causa uma extensa perda
de lipidios das membranas espermaticas, o que pode ser prejudicial ao armazenamento dos
espermatozoides (BERGERON ¢ MANJUNATH, 2006; BERGERON et al., 2007). Assim, a
interagdo das proteinas BSP com as micelas de caseina pode diminuir a quantidade de
proteinas BSP livres, limitar a perda lipidica das membranas espermaticas e, portanto, proteger
os espermatozoides durante o armazenamento (PLANTE et al., 2015; MENEZES et al., 2016),
o que explicaria a prote¢do dos espermatozoides observada neste estudo.

Ressalta-se, entretanto, que na analise da cinética espermatica das amostras submetidas
a congelacao/descongelacao observou-se que a frequéncia dos batimentos da cauda (BCF) dos
espermatozoides diluidos em Tris-caseina na concentracdo de 0,5g/L. (CAS3) foi maior do que
aquela observada no grupo controle, constituido de Tris-gema de ovo. Este resultado pode ser
favoravel a fertilizacdo, uma vez que a migragdo e a penetracdo do espermatozoide no muco

cervical sdo favorecidas por elevados valores de BCF e LIN (MORTIMER, 2000). Além
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disso, segundo Dorado et al. (2010), os resultados do CASA podem ser utilizados como
indicadores de fertilidade do sémen caprino pds-congelagdao, uma vez que valores médios de
BCF foram significativamente maiores em amostras de s€émen que obtiveram gestagao bem
sucedida, quando comparados aquelas que ndo alcangaram esse resultado apos a IA. Da
mesma forma, este parametro (BCF), juntamente com ALH, LIN, VAP e VSL, foram
associados com sémen de alta fertilidade em touros (FARRELL et al., 1998). Em ovinos
também foi demonstrado que o VAP, VCL e BCF possuem alta correlagdo com a fertilidade do
sémen pos-congelacdo (DEL OLMO et al., 2013). Por conseguinte, hé fortes evidencias de
que o sémen diluido em Tris-caseina, na concentracdo de 0,5g/L, tenha maiores taxas de
fertilidade, quando comparado ao sémen congelado em diluidor a base de Tris-gema de ovo
(grupo controle).

O sucesso no processo de congelacdo do sémen também pode ser avaliado pela
quantidade de espermatozoides mantidos integros apds descongelacdo, demonstrando a
protecao exercida pelo diluente sobre a estrutura da membrana plasmatica (BERGERON et al.,
2007; MAZIERO et al., 2009). Assim, a integridade da membrana espermatica ¢ um requisito
necessario para a sobrevivéncia espermatica pds-descongelagdo (WATSON et al., 2000). No
presente estudo, a integridade e funcionalidade da membrana plasmatica foram avaliadas
utilizando as sondas fluorescentes e o teste hiposmdtico, onde ndo se verificou diferenga
significativa entre o grupo Tris-gema de ovo (controle) e os grupos Tris-caseina (CAS1 =
0,125g/L; CAS2 =0,25g/L; CAS3 =0,5g/L).

A andlise de integridade do acrossoma também ndo evidenciou diferenga nos
resultados obtidos entre os diferentes grupos congelados em diluidor a base de Tris-gema de
ovo (controle) ou em Tris-caseina (CAS1 = 0,125g/L; CAS2 = 0,25g/L; CAS3 = 0,5g/L).
Estes resultados evidenciam que o diluidor quimicamente definido a base de caseina pode
exercer fungdo protetora a membrana espermadtica € ao acrossoma, da mesma forma que o
diluidor convencional a base de Tris-gema de ovo.

Em relagdo ao potencial de membrana mitocondrial, sua associacdo com a fertilidade ¢
incerta, no entanto, na maioria das espécies, o uso de sondas fluorescentes para avaliacdo do

potencial mitocondrial ¢ muito utilizado, visto que ha alta afinidade deste potencial com a
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capacidade energética e motilidade celular (ROY e ATREJA, 2008; VISHWANATH e
SHANNON, 2000). Nesse estudo, também ndo se observou diferenca significativa no
percentual de espermatozoides portadores de alto potencial de membrana mitocondrial do
grupo controle (Tris-gema de ovo) ou dos grupos congelados em diluidor quimicamente
definido a base de Tris-caseina (CAS1 = 0,125g/L; CAS2 =0,25g/L; CAS3 = 0,5¢g/L).

Portanto, ao se avaliar os resultados apresentados nesse trabalho, comprova-se que a
substitui¢do da gema de ovo por caseina, na composi¢ao do diluidor de congelagdo de sémen,
ndo causa reducdo na qualidade de cinética, integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica, integridade do acrossoma e potencial de membrana mitocondrial de
espermatozoides caprinos submetidos a congelacdo e descongelacdo. Sendo assim, estes
resultados estdo de acordo com dados anteriores obtidos com sémen bovino (BATTELIER et
al., 2001; DINIZ et al., 2020) ¢ equino (MARTINS et al., 2016; CAMPOS et al., 2018) e
ovinos (SALGADO et al.,, 2020), demostrando que a caseina pode ser tdo efetiva na
preservacao dos parametros de fertilidade de espermatozoides congelados quanto os diluidores
convencionais compostos por gema de ovo.

Com base no exposto, conclui-se que o diluidor quimicamente definido a base de
Tris-caseina apresenta-se como uma alternativa viavel ao diluente convencional a base de

Tris-gema de ovo utilizado para congelagdo do sémen caprino.
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