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RESUMO
TAMPOES E ANTIOXIDANTES NA QUALIDADE DO SEMEN DE PONEIS
Autora: Janislene Mach Trentin
Orientadora: Mara lolanda Batistella Rubin

A inseminacdo artificial é utilizada como uma importante ferramenta para o melhoramento
reprodutivo, tanto com sémen resfriado ou congelado. O primeiro experimento teve como
objetivo identificar um tampdo de pH para resfriamento de sémen de pdoneis por 48 horas a 5°C e
15°C. O efeito de cinco tampdes (TES (acido N-tris (hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfonico),
PIPES (acido piperaxin-N,N'-bis(2-etanosulfonico)), BES (&cido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-
aminoetanosulfénico), MES (4cido 4-morfolinoetanosulfénico) e HEPES (acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico)) foi avaliado em um diluente composto de leite em po
desnatado e glicose. Os testes do diluente com os tampdes BES, MES e TES foram conduzidos
com o sémen fresco de oito poneis e no sémen resfriado por 48 h a 15°C. Uma amostra de cada
grupo foi utilizada para analise da motilidade, pH, osmolaridade, teste hiposmotico, atividade
mitocondrial (MTT) e integridade de membrana através das sondas fluorescentes. O pH e a
osmolaridade dos diluentes sem o sémen também foram avaliados. Os dados foram analisados
por analise de variancia e pelo teste de Tukey, quando P < 0.05 foi significante. A osmolaridade
do sémen diluido ndo variou entre diluentes e foi para 0 BES 350.91 + 11.24 mOsm, MES 350.41
+ 11.76 mOsm e TES 350 = 12.96 mOsm. O pH do sémen apds diluicdo nos respectivos
diluentes variou entre as horas avaliadas (P < 0.05) e ndo variou com o passar do tempo o que
evidencia o efeito tamponante dos diluentes. A osmolaridade dos diluentes foi similar entre os
tampdes BES (366 £ 5.47 mOsm), MES (370 £ 6.12 mOsm) ou TES (371 £ 5.47 mOsm) a fresco
e sem adicdo de sémen. J& o pH variou (P < 0.05) de acordo com o tampdo. No experimento a
5°C ocorreu decréscimo na porcentagem de motilidade total, progressiva e local do sémen
resfriado apds 24 h e 48 h comparado a avaliacdo a fresco em todos os grupos. No entanto, a
porcentagem de espermatozoides moveis a fresco, 24 h e 48 h a 5°C entre tratamentos foi similar.
A porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico, e com atividade mitocondrial
ndo diferiu entre tratamentos. No experimento a 15°C o vigor e motilidade total, progressiva e
local foram similares entre os tampdes BES, MES e TES em cada periodo avaliado. A

osmolaridade do sémen diluido ndo variou entre diluentes e foi para 0 BES 360.93 + 10.52



mOsm, MES 361.47 + 6.79 mOsm e TES 361.56 * 7.68 mOsm. Devido as caracteristicas
individuais de cada tampdo o pH do sémen diluido variou entre os diluentes com os tampdes
utilizados. A porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmdtico, com atividade
mitocondrial e membrana intacta observada com CFDA e Pl ndo diferiu entre tratamentos.
Evidenciou-se que tanto BES, MES ou TES podem ser utilizados no armazenamento e transporte
do sémen de pbneis durante 48 h a 5°C ou 15°C. O segundo experimento teve como objetivo foi
avaliar a influéncia da suplementacdo de acidos graxos poli-insaturados sobre a qualidade de
sémen de poOneis da raca Brasileira a fresco e apds congelamento. Oito poneis receberam sua
dieta convencional ndo suplementada (grupo controle) ou dieta convencional e 70 g de farinha de
alga Schizochytrium sp rica em DHA (grupo PUFA). O efeito da Vitamina E (1 mM, DL-a-
tocoferol), adicionada ao diluente de congelamento para sémen também foi avaliado sobre a
qualidade seminal, antes e ap0s o congelamento do sémen. O sémen foi coletado a cada 15 dias
durante 60 dias. Os garanhdes tratados passaram a controle e vice-versa ap6s um intervalo de
sessenta dias. O sémen foi avaliado a fresco e apds o congelamento. Motilidade e vigor foram
avaliados a fresco. Apos o descongelamento motilidade, funcionalidade de membrana,
integridade de membrana e analise computadorizada da motilidade foram avaliados. Os valores
médios para os parametros avaliados a fresco no grupo PUFA e controle foram similares. Os
valores médios da motilidade total, progressiva e local, hiposmotico, CFDA/PI e analise
computadorizada de sémen suplementados com DHA e o grupo controle pos-descongelamento
ndo diferiram. A associacdo da suplementacdo de DHA e Vitamina E adicionada ao diluente ndo
potencializou a capacidade antioxidante do diluente durante o congelamento. A associacdo da
suplementacdo de DHA e Vitamina E adicionada ao diluente resultou em diminuicdo da
motilidade total e progressiva comparada ao grupo ndo suplementado (controle). A
suplementacdo de 70 g de farinha de alga Schizochytrium sp rica em DHA e ou a inclusdo de 1
mM de vitamina E ao diluente de congelamento de sémen em pdneis da raca Brasileira ndo foi
eficiente para promover melhoria na viabilidade seminal ap6s a coleta ou mesmo apds o

congelamento.

Palavras-chave: espermatozoide, equino, viabilidade, DHA



ABSTRACT
BUFFERS AND ANTIOXIDANTS IN THE SEMEN QUALITY OF PONY STALLIONS
Author: Janislene Mach Trentin
Advisor: Mara lolanda Batistella Rubin

Artificial insemination with cooled and frozen semen is an important tool for breeding industry.
The first experiment aimed to identify a pH buffer for cooling semen of ponies for 48 h at 5°C
and 15°C. The effect of five buffers (TES (N-tris (hydroxymethyl) methyl-2-aminoethanesulfonic
acid), PIPES (piperaxin-N, N'-bis (2-ethanesulfonic acid)), BES (N, N-Bis (N-2-
hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid)) was evaluated in a extender composed of
skimm milk powder and glucose. Analysis with the BES, MES and TES buffers were performed
in fresh semen of eight ponies and in cooled semen for 48 h at 15°C. A sample from each group
was used for analysis of motility, pH, osmolarity, hyposmotic test, mitochondrial activity (MTT)
and membrane integrity through fluorescent probes. The pH and osmolarity of the extenders
without semen were also evaluated. Data were assessed by analysis of variance and Tukey's test,
when P <0.05 was considered significant. Osmolarity of the diluted semen did not differ between
extenders and was for BES 350.91 £ 11.24 mOsm, MES 350.41 + 11.76 mOsm and TES 350 +
12.96 mOsm. The pH of the semen after dilution in the respective extenders varied between the
hours (P <0.05) and did not change over time as evidenced by the buffering effect of the
extenders. Extender osmolarity was similar between BES (366 + 5.47 mOsm), MES (370 £ 6.12
mOsm) or TES (371 = 5.47 mOsm) buffers after dilution and without addition of semen. The pH
varied (P <0.05) according to the buffer. In the experiment at 5°C all treatments showed a
decrease in the percentage of total, progressive and local motility of the cooled semen after 24 h
and 48 h compared to the fresh. However, in the percentage of motile sperm to fresh, 24 h and 48
h at 5°C between treatments was similar. Percentage of spermatozoa reactive to the hyposmotic
test, and with mitochondrial activity did not differ between treatments. In the experiment at 15°C
total, progressive and local vigor and motility were similar between BES, MES and TES buffers
in each period. Osmolarity of the diluted semen did not differ between extenders and was for
BES 360.93 + 10.52 mOsm, MES 361.47 + 6.79 mOsm and TES 361.56 + 7.68 mOsm. Due to
the individual characteristics of each buffer, diluted semen pH varied between the extenders with

the buffers used. Percentage of spermatozoa reactive to the hyposmotic test, with mitochondrial



activity and intact membrane observed with CFDA and PI did not differ between treatments. We
concluded that BES, MES or TES can be used in the storage and transport of ponies semen for 48
h at 5°C or 15°C. The second experiment aimed to evaluate the influence of polyunsaturated fatty
acid supplementation in the fresh and after freezing semen of Brazilian ponies. Eight ponies
received their conventional diet (control group) or conventional diet and 70 g of DHA-rich
Schizochytrium sp algae meal (PUFA group). The effect of Vitamin E (1 mM, DL-a-tocopherol)
added to the freezing diluent for semen was also evaluated on seminal quality, before and after
freezing. Semen was collected every 15 days during 60 days. Stallions were reversed in
treatments after an interval of sixty days. Semen was evaluated fresh and after freezing. Motility
and vigor were estimated in the fresh semen. After thawing motility, membrane functionality,
membrane integrity and computed motility analysis were evaluated. Mean values for fresh
parameters evaluated in the PUFA and control groups were similar. Mean values of total,
progressive and local motility, hyposmotic, CFDA/PI and computerized analysis of semen
supplemented with DHA and post-thaw control group did not differ. The combination of DHA
and Vitamin E supplementation added to the diluent did not potentiate the antioxidant capacity of
the diluent during freezing and resulted in decreased total and progressive motility compared to
the non-supplemented group. Supplementation of 70 g of DHA-rich microalgae Schizochytrium
sp and the addition of 1 mM vitamin E to the semen freezing diluent in Brazilian ponies was not

efficient to promote improvement in seminal viability after collection or even after freezing.

Keywords: sperm, equine, viability, DHA
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1 INTRODUCAO

A inseminacdo artificial na espécie equina pode ser realizada com sémen fresco,
resfriado ou congelado. O uso de sémen refrigerado ou congelado oferece iniUmeras vantagens
para os criadores e, comprovando este fato nos Gltimos anos, grande parte das associacdes de
ragas equinas permitiram o uso dessa biotecnologia. A refrigeragdo do sémen tem sido estudada
porque ha grande interesse na manutencao do potencial fertilizante do sémen equino por periodos
prolongados (BATELLIER et al., 2001).

Eguas inseminadas na propria fazenda com sémen fresco tem a probabilidade 2,5 maior
de conceberem do que éguas inseminadas com sémen resfriado ou congelado fora da fazenda
(BRINKERHOFF et al., 2010). O uso de um diluente adequado € essencial para a protecdo do
espermatozoide equino durante seu armazenamento (BATELLIER et al., 1997), uma vez que um
diluente eficiente tampona alteracbes de pH do sémen, mantém a osmolaridade da amostra,
proporciona fontes de energia e de proteina para o0 metabolismo dos espermatozoides, estabiliza a
membrana durante mudancas na temperatura, reduz os efeitos prejudiciais do plasma seminal,
confere propriedades antibacterianas por meio dos antibiéticos (AURICH e SPERGSER, 2007) e
mantém a integridade da cromatina (LOVE et al., 2002).

Para avaliar a qualidade do diluente devem ser aferidas a pressdao osmotica e o pH
(DARENIUS, 1998). O pH do ejaculado equino varia entre 6,8 a 7,6. 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 metabolicas pelos espermatozoides, ou bactérias
contaminantes (AURICH, 2011).

Em 1975, a formulacdo de um diluente a base de leite em p6 desnatado e glicose foi
publicada por Kenney e colaboradores. Neste diluente, o bicarbonato de sédio era o responsavel
pelo tamponamento da solu¢do que também continha antibidticos.

Fatores tais como a concentracdo ou a fonte de plasma seminal no sémen armazenado
(LOVE et al, 2005; LOVE et al, 2010) contribuem para diminuir a qualidade dos
espermatozoides ao longo do tempo. Além disso, a redugdo de substratos metabolizaveis, ou o
aumento de residuos metabolicos no sémen armazenado também pode contribuir para diminuicdo
da qualidade espermatica (LOVE et al., 2012). Geralmente, durante o armazenamento,

espermatozoides e bactérias contaminantes produzem metabdlitos que podem reduzir o pH do
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diluente, reduzindo o metabolismo e a motilidade espermatica (YANIZ et al., 2011).
Anteriormente, Rasul et al. (2000) ja haviam recomendado o uso de tampdes zwiteridnicos para
evitar a ocorréncia dessas alteragdes, com o objetivo de diminuir a alteracdo no pH durante o
resfriamento, o que pode ser crucial na preservacdo do sémen.

Atualmente, a criopreservacdo tornou-se uma area de maior interesse para a industria
equina, especialmente para os garanhdes zootecnicamente superiores, pois permite o transporte a
longa distancia do sémen, o controle de doencas sexualmente transmissiveis e, acima de tudo, a
preservacdo do material genético indefinidamente. No entanto, esta tecnologia ainda estd em
desenvolvimento e causa alteragdes fisicas e quimicas a integridade estrutural, bioquimica e
biofisica dos espermatozoides, resultando em menores taxas de fertilidade (MAZIERO et al.,
2013). Em geral, assume-se que 40-50% dos espermatozoides ndo sobrevivem ao processo de
congelamento e descongelamento (WATSON, 2000). Vérios fatores foram relacionados as
alteracdes causadas pelo congelamento como: transicdo de fase na membrana, estresse oxidativo,
apoptose e capacitacdo, estresse mecanico nas membranas devido ao estresse osmotico e
mudancas de temperatura durante o processo de congelamento e descongelamento, que
contribuem para a morte de espermatozoide, ou para a sua vida reduzida (ORTEGA-
FERRUSOLA et al., 2009).

Um método popular para melhorar a saude dos garanhGes é o uso de suplementos
adicionados a dieta e, assim, também melhorar a qualidade do sémen. Como os cavalos nao
podem sintetizar acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) de acidos graxos saturados ou
monoinsaturados, esses compostos devem ser adicionados as suas dietas (BRINSKO et al., 2005).

Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de cinco tampd@es (TES,
PIPES, BES, MES e HEPES) sobre a viabilidade espermatica, o pH e osmolaridade de um
diluente a base de leite em pd desnatado e glicose imediatamente apOs a exposicdo do sémen
equino fresco e refrigerado a 5° e 15°C por 24 e 48 horas. Espera-se com esta pesquisa identificar
um tampédo adequado para manutencdo do sémen de poneis resfriado por 48 horas, bem como
avaliar o efeito de um suplemento alimentar rico em acido docosahexaenodico (DHA) extraido de
algas marinhas e o efeito da Vitamina E adicionado ao diluente para congelamento, sobre a
qualidade seminal e o estresse oxidativo em pbéneis da raga Brasileira antes e apds o

congelamento do sémen.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resfriamento

Na espécie equina, a selecdo animal ndo é realizada em funcdo da performance
reprodutiva. Com isso, a qualidade do sémen é o maior determinante no sucesso nos programas
de reproducdo. A inseminacdo artificial de éguas com sémen resfriado tornou-se um
procedimento de rotina na industria de criacdo equina devido as boas taxas de fertilidade e custos
relativamente baixos (CONTRI et al., 2010). O sémen resfriado pode ser mantido armazenado
por aproximadamente 24 h sem perdas significativas na sua capacidade fertilizante comparado ao
sémen fresco (MAGISTRINI et al., 1996). Porém, as taxas de prenhez obtidas usando sémen
resfriado diminuem ap6s 48 h de armazenamento (AURICH, 2008). Esse decréscimo na
fertilidade foi atribuido as mudancas na membrana espermatica (AURICH, 2005) e tambem a
peroxidacdo lipidica, fosforilacdo oxidativa, fragmentacdo da cromatina e metilacdo de citosina
do DNA que contribuem para lesar o espermatozoide durante o resfriamento e transporte
(KRAKOWSKI et al., 2013; GIBB et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2017).

2.1.1 Diluentes para sémen equino

Vaérios diluentes foram desenvolvidos para serem utilizados no resfriamento de sémen e
estdo disponiveis comercialmente. A grande maioria mantém motilidade consideravel por 24 h de
resfriamento. O resfriamento do sémen tem como vantagens a reducdo do transporte de animais,
despesas de hospedagem e a reducao no risco de transmissédo de doencas (LOOMIS e GRAHAM,
2008).

Os diluentes de sémen utilizados para diluicdo e transporte de sémen refrigerado
possuem em sua composicdo principalmente leite desnatado ou gema de ovo. Os componentes
ativos envolvidos na protecdo do espermatozoide pelo leite sdo micelas de caseina, que interagem
com proteinas plasmaticas de membrana e protegem contra a remocdo de fosfolipidios e
colesterol da membrana plasmatica (BERGERON e MANJUNATH, 2006). A gema de ovo, em
combinagdo com outros componentes do diluente, pode auxiliar os espermatozoides a resistir ao

choque térmico induzido pelo frio (AMIRAT et al., 2004) e esta acdo protetora é atribuida
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principalmente as lipoproteinas de baixa densidade (MOUSSA et al., 2002). A dilui¢do do sémen
também minimiza os efeitos da contaminacdo por urina sobre a motilidade espermatica
(GRIGGERS et al., 2001).

2.1.2 Tampdes para diluentes de sémen

O HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico) é um tampéo
zwitteridnico organico, também conhecido como um tampdo de Good, que é uma molécula de
taurina modificada. O HEPES pode ser utilizado como um &cido livre, ou conjugado com varios
sais (WILL et al., 2011). Durante a sua formulagéo inicial, o HEPES foi um dos melhores
tampdes para uso no crescimento de varias linhagens de células e, em relagdo ao desempenho de
varios ensaios biologicos (GOOD et al., 1966; FERGUSON et al., 1980). Da mesma forma, ja
ficou bem evidenciado que o HEPES é um tampao seguro e eficaz quando comparado a outros
tampdes para armazenamento de espermatozoides de varias espécies e em varias temperaturas
(CRABO et al., 1972; MOLINIA et al., 1994; MOLINIA et al., 1996). No estudo de CRABO et
al., (1972) desenvolvido com carneiros, o HEPES foi utilizado para a manutencéo da integridade
da membrana de espermatozoides armazenados a 5°C e resultou na menor quantidade de
liberacdo de glutamina a partir de oxaloacetato transaminase dos espermatozoides. Este efeito ndo
foi significativamente diferente do acido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico (BES),
do &cido N-tris (hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfonico (TES) e do &cido piperaxin-N,N'-
bis(2-etanosulfénico)) (PIPES), mas foi significativamente melhor do que &cido 3-
Morfolinopropanosulfonico (MOPS), do acido 4-morfolinoetanosulfonico (MES) e da Tricina.

O TES também é um dos tampdes originalmente descritos por Good et al. (1966) e
também pode ser obtido como um acido livre ou conjugado de sodio. Este tampdo é utilizado
amplamente para ensaios moleculares e sua maior utilizacdo tem sido para armazenar
espermatozoides, como componente de um tampdo combinado com TRIS (WILL et al., 2011).
Por si s, o TES foi utilizado com sucesso para a criopreservacdo de espermatozoides ovinos e
resultou em maior motilidade pds-descongelamento do que os diluentes-controles em que o
sémen foi congelados em Tris-citrato. Os resultados foram similares em compara¢do com cinco
outros meios tamponados com zwitterions (HEPES, HEPES:Tris, MES:Tris, PIPES, PIPES:Tris)

(MOLINIA et al., 1994). O TES foi considerado como um dos dois melhores tampdes em
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diluentes para armazenamento ou congelamento de espermatozoides ovinos. Espermatozoides
expostos a TES produziram umas das mais altas taxas de motilidade espermatica apds o
armazenamento a 5°C e niveis mais baixos de liberacdo de glutamina a partir de oxaloacetato
transaminase em comparagdo com outros tampdes estudados (CRABO et al., 1972).

O PIPES também é um tampé&o de &cido etanossulfonico desenvolvido por Good et al. na
década de 1960. Este tampdo ja foi empregado em meios para criopreservacdo de
espermatozoides de caprinos (CRABO et al., 1972), de ovinos (MOLINIA et al., 1996) e também
na maturacdo in vitro de 6ocitos de ratos (DOWNS e MASTROPOLO, 1997).

O écido 4-morfolinoetanosulfénico (MES) também é um tamp&o descrito na pesquisa de
Good et al. (1966) e possui pKa de 5,97 a 37°C. O MES foi utilizado como tampéao em diluentes
para criopreservacdo de espermatozoides de carneiro e resultou em motilidade espermatica
semelhante apds armazenamento a 37°C em comparagdo com outros seis tampdes zwitteridnicos,
porém apresentou motilidade espermatica significativamente menor quando utilizado a 5°C em
comparacdo com o BES, MOPS, TES, HEPES e Tricina (CRABO et al., 1972). O uso do MES
na concentracdo de 50 mM foi igual ao HEPES e ambos foram superiores entre os tampdes
testados (MES, HEPES, TES, Tris e fosfato) no armazenamento de espermatozoides de touro a 5
ou 37°C (JONES e FOOTE, 1972).

O écido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES) é uma molécula de
taurina modificada e também € um dos tampdes originais descritos por Good et al, (1966). Com
um pKa de 6,90 a 37°C, o tampdo foi empregado em diluentes para criopreservacdo de
espermatozoides de carneiros sendo considerado um dos cinco melhores tampdes na manutencao
da motilidade apds o armazenamento a 5°C, similar ao MOPS, TES, HEPES e Tricina (CRABO
et al., 1972). Além disso, o BES foi um dos trés principais tampdes utilizados com sucesso para o
armazenamento e congelamento de espermatozoides de peru e de touro (BROWN et al., 1972;
GRAHAM et al., 1972).

2.2 Criopreservacao espermatica
Nos ultimos anos, os estudos sobre as tecnologias de criopreservacdo de sémen equino

aumentaram, principalmente as que se concentram na compreensdo dos danos aos quais 0S

espermatozoides sdo submetidos durante o congelamento e descongelamento. No entanto, nesta
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espécie, 0 método de criopreservacdo é complexo e, globalmente, a maior parte do sémen desses
animais tem pouca capacidade de criopreservacdo (BARBAS e MASCARENHAS, 2009). Um
dos fatores que contribuem para esse fendmeno é que os garanhdes sdo selecionados para
reproducio com base em seu pedigree e desempenho atlético (GARCIA et al., 2011). O sémen
congelado é uma biotecnologia indispensavel para o comércio de material genético equino e esta
se tornando um grande componente da industria equina. Contudo a disseminacdo dessa
tecnologia ainda é atrasada devido a estas desvantagens (PENA et al., 2011).

A resposta dos espermatozoides a mudancas repentinas de temperatura é diferente entre
racas equinas e também entre individuos da mesma raga (LOOMIS e GRAHAM, 2008). Isso
ocorre devido a diferencas especificas no metabolismo seminal entre individuos, o que torna o
desenvolvimento de protocolos de refrigeracdo e congelamento personalizados um processo caro
e complexo. Além disso, a mortalidade dos espermatozoides durante o processo € a principal
desvantagem, particularmente devido a falta de padronizacdo dos procedimentos e a variagcdo de
garanhdo-garanhdo (RODRIGUEZ et al., 2015, LOOMIS e GRAHAM, 2008).

Vidament (2005) constatou que 30% dos garanhdes tinham sémen com congelabilidade
“boa”, 40% dos garanhfes tiveram sémen que congelou de “forma satisfatoria” e 30% dos
garanhdes tiveram sémen pos congelamento insatisfatorio. Estima-se que apos o congelamento e
descongelamento do sémen equino ocorra decrescimo no nimero de células intactas, diminuindo
a taxa de espermatozoides viaveis em aproximadamente 50% (WATSON, 2000). Com isso, 0
periodo de vida da populacdo sobrevivente € reduzido (ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2008), o
que, ao exigir um monitoramento frequente e intensivo das éguas para o melhor tempo de
inseminacdo artificial (IA), aumenta o0s custos desta técnica. A inseminacdo com sémen
criopreservado resulta em menor fertilidade em comparacdo com o sémen fresco, mas ha
aumento no interesse e demanda de sémen equino criopreservado pelas principais associacdes
criadoras, pois durante a estacdo reprodutiva as doses de sémen ja estdo a disposicdo para serem
utilizadas, ndo sendo necessario esperar pela coleta, transporte e envio como no sémen resfriado
(ALBRIZIO et al., 2015).

O congelamento e descongelamento expde 0s espermatozoides a variages extremas de
temperatura e osmolaridade. A criopreservacdo impde mudangas osmoticas dramaticas aos
espermatozoides e particularmente as mitocondrias (TAPIA et al., 2012), levando a sua disfuncéo
e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ORTEGA-FERRUSOLA et al.,
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2008; ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009; ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2010), o que altera a
homeostase de EROs e levando a senescéncia acelerada dos espermatozoides sobreviventes
(ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2008, ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009; CASELLES et al.,
2014).

Com as taxas de congelamento rapido atualmente utilizadas, a formacéo intracelular de
cristais de gelo ndo ocorre no espermatozoide equino e 0s danos ocorridos durante 0 processo séo
devido ao desiquilibrio osmético (MORRIS et al., 2007). As membranas espermaticas também
sofrem uma transicao de fase de liquida para estado cristalino durante o congelamento (AMANN
e PICKETT, 1987). O estresse fisico € uma das principais causas de danos a membrana
plasmética dos espermatozoides (PENA et al., 2011). A fluidez da membrana afeta o grau de
dano. A modulacdo da relagdo colesterol-fosfolipidio altera a temperatura em que ocorre a
transicdo de fase e mantém a fluidez da membrana a temperaturas mais baixas (MOORE et al.,
2005).

A razdo pela qual algumas espécies sdo mais suscetiveis as mudancas causadas pelo
resfriamento e congelamento do que outras estdo diretamente relacionadas a composicéo lipidica
da membrana celular (AVANZI et al., 2001). As membranas plasmaticas de espermatozoides de
mamiferos contém concentracOes elevadas de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
(C22). O sémen dos animais domésticos possui altos niveis de acido graxos poli-insanturados
(PUFAs) em particular, acido docosahexaendico (DHA, dmega 3) e acido docosapentaenoico
(DPA, dmega 6). O sémen de cavalos contém alto nivel de DPA. Estudos em caprinos
demonstraram que elevada taxa de DHA:DPA no sémen resulta em melhoria da fertilidade,
enquanto que altos niveis de DPA relativo ao DHA reduz a fertilidade (PENNY et al., 2000;
MALDJIAN et al., 2003).

Sabe-se que todas as células, incluindo os espermatozoides, produzem espécies reativas
de oxigénio (EROs). Em condicGes fisiologicas estes produtos do metabolismo sdo inativados por
antioxidantes presentes nas secrecdes do trato reprodutivo ou sua presenca € necessaria para a
capacitacdo espermatica (LECLERC et al., 1997). Porém, quando o sémen é armazenado para
uso na inseminacgdo artificial, danos aos espermatozoides podem ocorrer. Johannisson et al.
(2014) demonstraram que a porcentagem de células espermaticas positivas para EROs e a
qualidade espermatica variam consideravelmente entre garanhdes e inclusive entre ejaculados de

um mesmo garanhao.
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A susceptibilidade dos espermatozoides ao dano causado pelo estresse oxidativo é
devido a grandes quantidades de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS) na membrana
fosfolipidica, capacidade antioxidante limitada da célula e a grande habilidade dos
espermatozoides para gerar EROs, embora indispensavel, em niveis fisiol6gicos, para uma
adequada funcionalidade da célula espermatica (SHARMA e AGARWAL, 1996; AGARWAL et
al., 2006; BANSAL e BILASPURI, 2011). O colesterol aumenta a estabilidade da membrana
celular, diminuindo a temperatura na qual a membrana passa da fase fluida para a fase gelatinosa
(HOLT, 2000, KIRK et al., 2001). Os fosfolipidios proporcionam flexibilidade a membrana,
dependendo da sua composicdo de acidos graxos, e sdo importantes para a permeabilidade e
funcionalidade da célula (GARCIA et al., 2011).

Nos cavalos, a proporcao fisiologica do colesterol em relacdo aos fosfolipidios na
membrana plasmatica do espermatozoide pode prejudicar a sua capacidade de passar por um
processo de resfriamento e especialmente congelamento com éxito (LOOMIS e GRAHAM,
2008). Uma vez que a proporcdo de colesterol para fosfolipidios ndo pode ser alterada no
espermatozoide (SCHMID-LAUSIGK e AURICH, 2014), pois é determinada geneticamente para
cada espécie e cada individuo, os estudos se concentraram no efeito da adicdo de &cidos graxos
poli-insaturados a dieta para aumentar sua proporcdo em relacdo aos fosfolipidios da membrana
espermatica, melhorando sua fluidez e resisténcia ao estresse térmico (BRINSKO et al., 2005;
ELHORDOY et al., 2008; GRADY et al., 2009).

Em 2005, Brinsko e colaboradores testaram o efeito da suplementacdo em sémen fresco,
resfriado e congelado e concluiram que garanhdes altamente ferteis ou aqueles que produzem
espermatozoides que toleram o resfriamento ndo necessitam ser suplementados. Ja os garanhdes
de fertilidade marginal, bem como aqueles cujos espermatozoides tém baixa tolerancia ao
resfriamento e congelamento seriam cavalos com possibilidade de se beneficiar da suplementacéo
com DHA, pois a qualidade do sémen pode melhorar suficientemente e torna-los comercialmente
aceitaveis para resfriamento e congelamento. O estudo desenvolvido por Gholami et al. (2010)
que versa sobre a suplementacdo de DHA ou seus precursores a alimentacdo melhorou a
qualidade in vitro e a motilidade do sémen fresco em touros da raca Holandesa, porém este efeito
ndo foi tdo pronunciado ap6s o congelamento. Este suplemento era composto de dleo de salméo,

farelo de trigo, extrato da semente de palma e vitamina E.
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Em garanhdes a suplementacdo com DHA gerou influéncia positiva sobre a motilidade
do sémen fresco, resfriado e apds descongelamento (HARRIS et al., 2005). Nos coelhos, a
associacdo de acidos graxos 6mega 3 na dieta com vitaminas E e C melhorou a qualidade do
sémen durante o armazenamento do sémen (CASTELLINI et al., 2003). Em bufalos, dietas
contendo PUFAs de cadeia longa (fornecido pelo 6leo de girassol) melhorou a qualidade dos
espermatozoides pés-descongelamento (ADEEL et al., 2009). Em contraste, a suplementacdo da
dieta com 6leo de figado de bacalhau ndo teve influéncia na congelabilidade do sémen suino
(PAULENZ et al., 2005).

Uma vez que 0s animais ndo sdo capazes de sintetizar PUFAs a partir de &cidos graxos
saturados ou monoinsaturados, estes devem ser adquiridos a partir de PUFAS precursoras na sua
dieta. Infelizmente, a alimentacdo da maioria dos cavalos é rica em precursores de &cidos graxos
O0mega-6, enquanto os precursores de acidos graxos dmega-3, como 0 DHA, sdo muito baixos
(BRINSKO et al., 2005).

Embora, novos avangos em protocolos de criopreservacdo (ECOT et al., 2000; MOORE
et al., 2006; SALAZAR et al., 2011) e novos diluentes (STEPHENS et al., 2013) foram
projetados para melhorar a qualidade do sémen de equino pds-descongelamento, ndo existe um

protocolo ideal para todos os casos.

2.2.1 Membrana plasmatica

A susceptibilidade dos espermatozoides ao dano oxidativo é atribuida as diferencas
individuais na composicdo de acidos graxos de suas membranas, capacidade antioxidante
limitada e capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) que por sua vez sao
responsaveis pela manutencdo de processos fisiologicos no espermatozoide (por exemplo,
capacitacdo, reacdo de acrossoma, hiperativacdo e fusdo de espermatozoide-odcito) (ALMEIDA
et al., 2005; CAMARA et al., 2011). Alguns processos fisiologicos durante a fertilizagio
(capacitacdo, reacdo do acrossoma, fusdo de espermatozoide e dvulo) estdo associados a uma
membrana ativa, e é impossivel a ocorréncia da fertilizagdo com uma membrana fisicamente
inativa. A membrana plasmatica dos espermatozoides de garanhdes e carneiros tem uma menor
propor¢do de colesterol em fosfolipidios do que a membrana plasmatica de espermatozoides de
touros (PARKS e LYNCH, 1992).
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Devido a grande importancia da integridade da membrana plasmaética para a fertilizag&o,
varios métodos como testes bioquimicos, coloracdo supravital ou microscopia eletronica tem sido
utilizados para avaliar a membrana plasmatica, no entanto muitas vezes podem ser considerados
demorados, caros e avaliam somente o status e ndo a funcionalidade da membrana. Alguns
métodos simples podem ser empregados para avaliar a integridade da membrana plasmaética
como a coloracdo supravital (eosina/negrosina) (DOTT e FOSTER, 1972) e a coloragdo com
iodeto de propidio (PI) e diacetato de 6-carboxifluoresceina (CFDA) (HARRISON e VICKERS,
1990) e a funcionalidade da membrana pode ser avaliada através do teste hiposmético (HOST)
(MELO e HENRY, 1999).

2.2.2 Suplementagéo

O uso de sémen equino resfriado e congelado tornou-se bastante popular. No entanto, os
espermatozoides de alguns garanhdes sdo suscetiveis ao choque frio. Assim, existe a necessidade
de um produto com capacidade de alterar o espermatozoide para que eles possam suportar o
estresse de resfriamento e congelamento e, assim, melhorar as taxas de prenhez. Estudos
desenvolvidos com &cidos graxos omega-3, particularmente o &cido docosahexaendico (DHA),
demonstraram que os mesmos conferem multiplos beneficios para a saide em humanos, animais
de laboratorio e cavalos (HESS et al., 2012).

Os é&cidos graxos poli-insaturados tornam a membrana espermatica com a fluidez
necessaria para os eventos relacionados a sua fusdo durante o processo de fertilizacdo. Além
disso, os PUFAs também alteram a temperatura na transicdo entre os estagios liquido e cristalino
da membrana espermatica, pois quanto maior a proporcdo na membrana espermatica, maior a
fluidez e o tempo em que o conteudo celular permanecera no estado liquido, sem a formacéo de
cristais, 0 que o torna o espermatozoide mais resistente as mudancas bruscas de temperatura
durante o processo de congelamento (MOORE et al., 2005; GARCIA et al., 2011).

Os &cidos graxos sdo compostos de cadeias de hidrocarbonetos ndo ramificados com um
namero par de carbonos e sdo classificados como cadeia curta (4 atomos de carbono), cadeia
média (6 a 12 atomos de carbono) ou cadeia longa (14 a 22 atomos de carbono). Dependendo da
presenca e do numero de ligacdes duplas na cadeia carbdnica alifatica da molécula, os &cidos

graxos também podem ser classificados como saturados (sem ligagdes duplas), monoinsaturados
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(uma ligacdo dupla) ou poli-insaturados (mais de uma ligacdo dupla). Os &cidos graxos poli-
insaturados séo ainda classificados de acordo com a posi¢do da primeira ligacdo dupla quando
contados a partir da extremidade metilica em acido graxos n-3, dupla ligagdo posicionada entre o
terceiro e quarto carbonos e n-6 com a primeira ligacdo dupla localizada entre o sexto e sétimo
carbonos. A adicdo de PUFAs pode trazer beneficios consideraveis para o potencial reprodutivo.
As fontes de lipidios geralmente utilizadas na dieta de cavalos incluem a soja, o girassol e o 6leo
de milho, ambos ricos em dmega-6 e pobres em dmega-3, como componentes principais (GURR
et al., 2002).

Os animais ndo conseguem sintetizar PUFAs de 4&cidos graxos saturados ou
monoinsaturados assim devem adquiri-los de precursores na dieta. O intestino delgado é o local
primario para a absorcdo de &cidos graxos de cadeia longa e gordura fornecida pela dieta
(MEYER et al., 1997) e o figado € o responsavel pela sua conversdo e metabolizacéo
(NEURINGER et al., 1988).

As diferentes classes de acidos graxos causam efeitos metabdlicos diferentes nos tecidos
e devem estar presentes no sangue para ocorra sua incorporagdo. Fatores como a fonte, tempo e a
concentracdo de Omega-3 sdo parametros que devem ser considerados para que ocorra
incorporacdo dos acidos. Uma vez no tecido, acidos graxos n-6 e n-3 formam complexos
lipidicos-proteicos especificos que sdo necessarios para estruturas celulares em estagios
especificos de diferenciacdo e desenvolvimento tecidual (NEURINGER et al. 1988). A
suplementacdo comercial oral com dleo de arroz por 80 dias contendo PUFAs e gama-orizanol
aumentou o potencial antioxidante total, maior funcionalidade e motilidade da membrana do
sémen de garanhBes (ARLAS et al., 2008). Embora a incorporacdo de EPA e DHA tenha sido
observada com a suplementacdo de Oleo de peixe em humanos e animais, problemas com
palatabilidade foram relatados. Devido a esta questdo, a producdo comercial de algas
Schizochytrium sp ricas em DHA cresceu em popularidade. Schizochytrium sp é um organismo
eucariotico heterotrofico que produz PUFAs por fermentacdo (LIPPMEIER et al., 2009).

A administracdo oral de um suplemento de acido graxo 6mega 3 de algas para éguas
suscetiveis e resistentes reduziu significativamente a resposta inflamatoria pos-cobertura com
sémen congelado (BRENDEMUEHL et al., 2014). O suplemento dietético (suplemento contendo
levedura selenizada, vitamina E e microalga rica em DHA) foi efetivo na melhora da motilidade

do espermatozoide ap06s 60 dias de fornecimento (GOEDDE et al., 2015). Suplementos dietéticos
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similares de PUFAs com ou sem antioxidantes alteraram a composi¢do lipidica dos
espermatozoides e melhoraram a qualidade do sémen em perus (ZANIBONI et al., 2006), galos
(CEROLINI et al., 2006), coelhos (MOURVAKI et al., 2010) e caprinos (RADOMIL et al.,
2011). Em coelhos, a suplementacdo dietética com 6leo de linhaca sozinha aumentou a
porcentagem de espermatozoides vivos, sua velocidade linear e sua capacidade de resposta as
solucBes hiposmoticas (MOURVAKI et al., 2010). Em garanhdes, a suplementacdo dietética com
O6mega-3 PUFAs melhorou a qualidade do sémen refrigerado e ap6s descongelamento
(BRINSKO et al., 2005).

2.2.3 Vitamina E

O estresse oxidativo é uma consequéncia da producdo extrema de EROs e resulta no
decréscimo dos niveis de ATP intracelular que inicia a peroxidacéo lipidica das membranas dos
espermatozoides (ALMEIDA e BALL, 2005). Para evitar a superproducdo de EROs, diversos
mecanismos de defesa sdo acionados, incluindo os enzimaticos e antioxidantes. Acredita-se que a
Vitamina E seja um dos componentes primarios do sistema antioxidante dos espermatozoides
(SURAI et al., 1998) e protege o espermatozoide dos EROs e da peroxidacdo lipidica. A
suplementacdo com vitamina E e outros antioxidantes foi e ainda € utilizada para melhorar o
mecanismo de defesa antioxidante e prevencdo de danos associados a radicais livres no testiculo
e epididimo (ALMEIDA e BALL, 2005; DEICHSEL et al., 2008; CONTRI et al., 2011).

Os antioxidantes adicionados a diluentes de congelamento foram utilizados com sucesso
para melhorar a motilidade e a integridade da membrana no processo de criopreservacdo em
homens, touros, carneiros, caprinos, javalis e em caninos (BUCAK et al., 2010; BANSAL e
BILASPURI, 2011).

A vitamina E é um poderoso antioxidante lipofilico e existem diferentes isoformas:
quatro tocoferdis e quatro tocotriendis e a mais abundante encontrada no tecido mamifero é o a-
tocoferol (AITKEN e ROMAN, 2008). O a-tocoferol é vital para a manutengdo da
espermatogénese de mamiferos (ALMEIDA e BALL, 2005). As células dos mamiferos ndo
sintetizam esse antioxidante e apenas o tocoferol da membrana é consumido pelo sistema
oxidativo criando um radical relativamente estavel (ALMEIDA e BALL, 2005).
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Considera-se que a vitamina E é o principal componente do sistema antioxidante dos
espermatozoides e é considerada a principal protetora de membrana contra EROs e peroxidacao
lipidica da membrana (AGARWAL et al., 2003; CONTRI et al., 2011). A vitamina E ou a-
tocoferol é uma quebra de cadeia e ndo um antioxidante eliminador (DAD et al., 2006). Esta
caracteristica resulta na neutralizacdo de radicais lipidicos; por isso oferece protecdo de
componentes de membrana sem influenciar a geracdo de EROs (MARQUES et al., 2010). Varios
estudos foram realizados em mamiferos para avaliar o efeito da adicdo de vitamina E em
diluentes para congelamento com o objetivo de melhorar a qualidade do sémen, mas resultados
inconsistentes foram observados (FRANCO et al., 2013).

A adicdo de vitamina E ao diluente de congelamento melhorou a qualidade pos-
descongelamento, além disso, a adicdo de a-tocoferol reduziu significativamente a peroxidacao
lipidica em espermatozoides equinos (AGUERO et al., 1995; BALL e ANTHONY, 2002). Nos
espermatozoides criopreservados bovinos, a vitamina E mostrou efeito protetor sobre a
integridade da membrana plasmatica durante o congelamento rapido (O’FLAHERTY et al.,
1997). Em um estudo em cdes o tratamento com vitamina E superou os efeitos negativos sobre a
qualidade do sémen que o tratamento com dexametasona induziu (HATAMOTO et al., 2006).
Pesquisas semelhantes sugerem que a suplementacdo dietética de vitamina E pode impactar
positivamente na qualidade do sémen e a manutencdo do espermatozoide durante o
armazenamento in vitro. De acordo com Contri et al. (2011), a suplementacdo dietética de
selénio, zinco e vitamina E resultou em aumento dos parametros de motilidade, viabilidade e
antioxidantes totais no sémen fresco de garanhdes. A suplementacdo dietética com vitamina E
parece ser eficaz em limitar a peroxidacéo lipidica das membranas espermaticas em perus e galos
(BREQUE et al., 2003).

2.3 Avaliacdo do sémen

A avaliacdo do sémen faz parte do exame androlégico completo para predizer a
capacidade reprodutiva do garanhdo. O objetivo da analise é determinar o potencial fertilizante da
amostra seja esta fresca, refrigerada ou apds descongelamento, usando testes rapidos e

preferencialmente com baixo custo. Testes laboratoriais convencionais para avaliar a qualidade
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espermatica foram desenvolvidos ha décadas, incluindo a avaliagdo do volume, concentracdo,
morfologia e a motilidade espermatica (LOVE, 2016).

A motilidade era inicialmente avaliada por um técnico qualificado em microscopio,
embora agora mais frequentemente seja realizada usando analise assistida por computador.
Embora uma andlise conduzida dessa maneira tenha valor preditivo, a incorporacdo de algumas
técnicas recentemente desenvolvidas pode melhorar o valor do exame. O valor do exame é
baseado, em grande parte, em equipamento confiavel e avaliador com experiéncia e bom poder
de observacdo, no entanto mesmo quando empregados estes recursos, o valor preditivo do exame
pode ser limitado (VARNER et al., 2008).

Véarios métodos laboratoriais ja foram criados para avaliar a eficiéncia do
espermatozoide pois cada um deve possuir diferentes atributos necessarios para fertilizar um
00cito e os testes laboratoriais individuais apenas avaliam um ou alguns desses (MOCE e
GRAHAM, 2008). O sémen é composto por uma populacdo heterogénea de células e muitas
destas dentro da amostra sdo incapazes de fertilizar um odcito (HOLT e VAN LOOK, 2004;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007). Muitos desses
espermatozoides inférteis serdo eliminados pelo sistema reprodutivo da fémea e somente uma
populacdo de espermatozoides selecionados ird chegar a tuba uterina. No entanto, durante a
avaliacdo do sémen estes espermatozoides constituem grande parte da amostra que estd sendo
avaliada (HOLT e VAN LOOK, 2004; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006; RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2007). Apesar dos espermatozoides exibirem caracteristicas semelhantes podem
reagir de maneira diferente ao stress ou outras condicdes (PETRUNKINA et al., 2005).

Espermatozoides sdo células multicompartimentadas, e cada sub-compartimento deve
estar intacto para que seja capaz de chegar até a tuba uterina e fertilizar o odcito (MOCE e
GRAHAM, 2008). Portanto, é improvavel que apenas uma andlise laboratorial que avalie um ou
alguns atributos do espermatozoide seja capaz de detectar a proporcdo de espermatozoide na
populacdo que contém todos os atributos necessarios para fertilizar um o6cito e manter o
desenvolvimento embrionario (MOCE e GRAHAM, 2008). A predicdo da fertilidade ainda

permanece limitada.
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2.3.1 Avaliagdo macroscopica do sémen

As avaliac@es iniciais de amostras de sémen puro séo realizadas imediatamente apds a
coleta. Estas incluem a coloragdo do ejaculado, que deve ser acinzentado proximo ao branco e
que estd relacionado geralmente com a concentracdo espermatica. Qualquer alteracdo na
coloracdo pode indicar anormalidades ou contaminacdo (JASKO, 1992). O aspecto do sémen
pode ser de aquoso a leitoso dependendo da concentracdo espermatica. O sémen deve ser filtrado,
para remover a porcao de gel do ejaculado, antes de avaliar o volume e o pH. O volume de sémen
pode ser determinado através tubos graduados ou pesando a amostra. A medida do volume do
sémen é fundamental para, em combinagdo com concentracdo de espermatozoides no ejaculado,
determinar o nimero total de espermatozoides, a diluicdo que deve ser realizada e preparar a dose
inseminante (MOCE e GRAHAM, 2008; LOVE, 2016).

2.3.2 Motilidade espermatica

A motilidade espermaética é o teste mais comum empregado para avaliar a qualidade
espermatica pois é facil e rapido. A estimativa visual da motilidade ¢ o método mais
rotineiramente utilizado, rapido e de baixo custo porém é um meétodo subjetivo e pode ser
influenciado pela experiéncia do avaliador. A avaliacdo da motilidade espermaética é considerada
um teste laboratorial fundamental para avaliar a capacidade fertilizante dos espermatozoides em
um ejaculado. A avaliacdo do sémen ndo diluido ou puro fornece indicativo de como 0s
espermatozoides se portam em seu meio natural porém pode ser dificultada por altas
concentracdes de espermatozoides e aglutinacdo de espermatozoides na lamina, tornando dificil
discernir padrdes de motilidade individuais (VARNER et al., 2008).

A motilidade do sémen ¢é o indicador mais sensivel do estresse oxidativo no sémen
equino. De fato, as espécies reativas de oxigénio causam reducao da producdo de ATP e danos ao
axonema (BAUMBER et al., 2000). A motilidade também é suscetivel a condi¢cbes ambientais
como por exemplo, calor excessivo ou frio, lubrificantes, luz, desinfetantes e osmolaridade/pH do
diluente, por isso é necessario proteger o sémen de agentes ou condicdes prejudiciais antes da
analise. Para melhorar a confiabilidade da estimativa de motilidade, o procedimento deve ser

realizado por uma pessoa experiente usando um microscépio devidamente equipado. As



29

estimativas das porcentagens de espermatozoides moveis e com movimento progressivo Sao
geralmente avaliadas, além de uma estimativa do vigor (escala arbitraria de 0-5, estacionaria a
rapida, respectivamente) (LOVE, 2016). A incorporacdo de testes aprofundados, para a avaliacdo
do sémen ndo substitui nem diminui o valor das medidas classicas da motilidade ou morfologia
espermatica; portanto, esses dois métodos provavelmente continuardo a ser preconizados para a

avaliacdo de sémen.

2.3.3 Avaliacdo computadorizada da motilidade espermatica

Varias técnicas e instrumentos diferentes foram desenvolvidos para a avaliagdo objetiva
(ou seja, imparcial) da motilidade espermatica. Sistemas informatizados estdo sendo utilizados
rotineiramente em muitos laboratdrios de referéncia, com a intengédo de avaliar objetivamente as
caracteristicas de movimento dos espermatozoides. Apesar da disponibilidade comercial de varias
geracOes de sistemas de analise de espermatozoides assistidos por computador (CASA) por mais
de 20 anos, sua presenca ndo forneceu o teste definitivo para medir o potencial de fertilizacao do
espermatozoide. A anélise de espermatozoides assistida por computador também é baseada em
caracteristicas de motilidade. O sistema consiste de uma camera, computador e software para
gravar e analisar a motilidade do espermatozoide, o método € considerado caro e requer
equipamentos especificos (VARNER et al., 2008; LOVE, 2016).

O sistema de analise, no entanto, pode ndo ser realista, dado 0s numerosos atributos
espermaticos independentes necessarios para que um espermatozoide possua competéncia de
fertilizacdo. As correlagdes entre os dados do CASA e a fertilidade ndo foram melhores do que
aquelas baseadas em medidas visuais ou subjetivas da motilidade (O'CONNOR et al., 1981). Os
parametros gerados da motilidade espermatica dependendo do sistema podem ser: Total, € a soma
de todas as células contadas mdveis e ndo moveis; Motilidade Total, é a proporcdo de células
méveis do total (%); Motilidade Progressiva, é a porcentagem de células moveis
progressivamente (%); Velocidade de Trajeto (VAP, um/s), é a velocidade média ininterrupta do
trajeto do espermatozoide; Velocidade Progressiva (VSL, um/s), é a velocidade média percorrida
em linha reta entre os pontos inicial e final do trajeto; Velocidade Curvilinear (VCL, um/s), é a
velocidade média mensurada de ponto a ponto do trajeto percorrido pela célula; Amplitude do

Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH, um), é a largura média da oscilagdo da cabeca conforme
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0 espermatozoide se move; Frequéncia de Batimentos (BCF, Hz), é a frequéncia com que a
cabeca do espermatozoide move-se para tras e para frente; Retilinearidade (STR, %), é o valor
médio entre VSL/VAP; Linearidade (LIN, %), € o valor médio entre VSL/VCL (AMANN e
WABERSKI, 2014).

2.3.4 Avaliacdo da membrana plasmaética

Existem diferentes testes disponiveis para avaliar a membrana espermatica, as avaliagdes
classicas como a coloracdo supravital (eosina-negrosina) e o teste hiposmotico e mais recentes, 0s
corantes fluorescentes como o iodeto de propidio (IP), que se liga e cora 0 DNA quando a
membrana do espermatozoide esta danificada. O IP pode ser utilizado combinado com o CFDA
que penetra a membrana plasmatica intacta e resulta em um composto fluorescente verde,
enquanto que o IP se liga ao DNA e emite fluorescéncia vermelha em células com a membrana
lesada (HARRISON e VICKERS, 1990). O teste hiposmdtico (HOST) foi utilizado para avaliar a
integridade funcional da membrana plasmatica do espermatozoide (JEYENDRAN et al., 1984) e
quando utilizado no sémen equino, mostrou relacdo com a fertilidade (NEILD et al., 2000;
NEILD et al.,, 2005). O HOST foi também utilizado para avaliar a integridade funcional da
membrana espermatica de cabritos (FONSECA et al., 2005), cdes (QUINTELA et al., 2017) e
touros (BUYUKLEBLEBICI et al., 2014). Em uma solugdo hiposmolar, o fluido é transferido
para dentro da celula através da membrana plasmatica dos espermatozoides. Na tentativa de
alcancar equilibrio entre meio intracelular e extracelular, quando a membrana esta
funcionalmente intacta, a célula comeca a dilatar-se a partir da cauda. Esta dilatacdo ou edema da
membrana leva a ondulacdo e invaginacdo. As mudancas nas fibras da cauda sdo claramente
visiveis sob microscopio de contraste de fase. Esses espermatozoides sdo reconhecidos como
reativos, significando que possuem membranas funcionalmente intactas. Os espermatozoides com
a membrana funcionalmente defeituosa ndo incham e as caudas ndo invaginam (RASHEDI et al.,
2016).

O teste HOST ¢, portanto melhor do que a coloracdo supravital para indicar o potencial
de fertilizagdo. Na coloragdo supravital, a membrana lesada do espermatozoide permite a
penetracdo do corante e a célula ird corar em vermelho. Isso significa que todos os

espermatozoides mortos na amostra serdo corados, enquanto 0S espermatozoides Vivos
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permanecerdo incolores. A coloracdo determina se a membrana do espermatozoide esta ou nao
fisicamente danificada. O HOST determina se a membrana do espermatozoide intacta esta ou ndo
bioquimicamente ativa (ZANEVELD et al., 1990).

2.3.5 Atividade mitocondrial

Avaliar o status metabdlico do espermatozoide é de grande importancia quando se quer
identificar a capacidade fertilizante. O ensaio de reducdo de MTT depende da capacidade das
células metabolicamente ativas para reduzir o sal de tetrazdlio (brometo de 3[4,5-
dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyltetrazolium) a formazan. E um teste simples e com menor
custo para determinar a viabilidade espermatica. O meétodo ja foi utilizado em varios estudos e
em diferentes tipos de células. O sal tetrazdlio amarelo é convertido pelas células viaveis a
formazan roxo insoltvel pelas mitocondrias ativas do espermatozoide. A quantidade de formazan
formada pode ser determinada espectofotometricamente com absorvancia de 570 nm e serve
como uma estimativa da quantidade de mitocdndrias ativas, logo, o nimero de células vivas na
amostra. Aziz et al. (2005) concluiram ao comparar o0 MTT ao citdmetro de fluxo que o teste é
valioso e que pode ser usado rotineiramente, principalmente quando tempo, custo e praticidade
sd0 necessarios. O teste é rapido e, por ser realizado em placa de 96 pocos, muitas amostras
podem ser avaliadas ao mesmo tempo e muitas réplicas de cada amostra podem ser testadas

simultaneamente.

2.3.6 Morfologia espermatica

A morfologia dos espermatozoides é tipicamente examinada em microscopia de luz com
aumento de 1000x e inclui a visualizacdo do formato fisiologico e formas anémalas de
espermatozoides. A visualizacdo dos espermatozoides pode ser realizada através da fixacao das
células em solucdo formalina tamponada na técnica chamada de cAmara Umida sob microscopia
de contraste de fase ou através de esfregacos corados. Pelo menos 100 espermatozoides devem
ser avaliados e o tipo e incidéncia de cada defeito devem ser registrados (BRITO, 2007).

As anormalidades ou alteracbes na morfologia espermaética tradicionalmente foram

classificadas como primérias, secundarias ou terciérias. As alteragcdes primarias sdo consideradas
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associadas a defeito na espermatogénese e, portanto, de origem testicular. Alteracbes secundarias
sdo aquelas relacionadas ao epididimo. As alteracdes terciarias, em oposicdo aos dois tipos
anteriores, se desenvolvem in vitro como resultado de procedimentos inadequados de coleta ou
manuseio de sémen (VARNER et al., 2008).

Atualmente alguns autores preferem registrar 0 numero de defeitos morfoldgicos
especificos para cada regido do espermatozoide. Este método de classificacdo é considerado
superior ao sistema tradicional porque revela informagdes mais particulares sobre uma populacéo
de espermatozoides, evitando suposices sobre a origem desses defeitos. A origem de alguns
defeitos morfoldgicos é desconhecida. Além disso, algumas alteracbes morfolégicas como
cabecas destacadas podem ser primarias, secundarias ou terciaria, apresentando a possibilidade de
erro ao utilizar a classificagéo tradicional exclusivamente (CARD, 2005; VEERAMACHANENI
et al., 2006).



33

3 ARTIGO 1

TAMPOES PARA DILUENTE DE RESFRIAMENTO DE SEMEN DE PONEIS

Resumo

A composicdo, pH e a osmolaridade do diluente pode influenciar a qualidade do sémen durante o
resfriamento e este pode ser necessario pela distancia logistica entre o garanhdo e as éguas a
inseminar. Este estudo teve como objetivo identificar um tampédo de pH para resfriamento de
sémen de poneis por 48 horas a 5°C e 15°C. O efeito de cinco tampdes (TES (acido N-tris
(hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfonico), PIPES (4cido piperaxin-N,N'-bis(2-
etanosulfénico)), BES (acido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico), MES (&cido 4-
morfolinoetanosulfonico) e HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico)) foi
avaliado quanto a viabilidade espermatica, pH e osmolaridade em um diluente composto de leite
em po desnatado e glicose no sémen fresco e resfriado a 5°C e 15°C por 48 horas. Em posse da
concentracdo dos tampdes com osmolaridade entre 320 e 350 mOsm e pH entre 7,0 e 8,0, 0s
testes do diluente foram conduzidos com o sémen fresco e resfriado. Os tampdes BES, MES e
TES foram selecionados dentro destas caracteristicas e os outros descartados. O sémen sem gel e
apos centrifugacdo foi diluido em trés diferentes diluentes BES, MES, TES, e as amostras de 5
poneis foram armazenadas em um dispositivo de resfriamento com temperatura a 5°C por 48
horas. As anéalises foram efetuadas no periodo de tempo 0, 24 e 48 horas ap0s o resfriamento.
Concluida esta etapa, os testes do diluente com os tampdes BES, MES e TES foram conduzidos
com o sémen fresco de oito poneis e no sémen resfriado por 48 h a 15°C. Na sequéncia, uma
amostra de cada grupo foi utilizada para analise da motilidade, pH, osmolaridade, teste
hiposmético, atividade mitocondrial (MTT) e integridade de membrana através das sondas
fluorescentes. O pH e a osmolaridade dos diluentes sem o sémen também foram avaliados. Os
dados foram analisados por analise de variancia e pelo teste de Tukey, quando P < 0.05 foi
considerado como diferenca significativa. A osmolaridade do sémen diluido ndo variou entre
diluentes e foi para o BES 350.91 £+ 11.24 mOsm, MES 350.41 + 11.76 mOsm e TES 350 *

12.96 mOsm. O pH do sémen apds diluicdo nos respectivos diluentes diferiu entre as horas
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avaliadas (P < 0.05) e ndo variou com o passar do tempo o que evidencia o efeito tamponante dos
diluentes. A osmolaridade dos diluentes foi similar entre os tampdes BES (366 + 5.47 mOsm),
MES (370 = 6.12 mOsm) ou TES (371 £ 5.47 mOsm) a fresco e sem adi¢do de sémen. Ja o pH
variou (P < 0.05) de acordo com o tampé&o. No experimento a 5°C ocorreu decréscimo na
porcentagem de motilidade total, progressiva e local do sémen resfriado apos 24 h e 48 h
comparado a avaliagdo a fresco em todos os grupos. No entanto ndo houve diferengca na
porcentagem de espermatozoides méveis a fresco, 24 h e 48 h a 5°C entre tratamentos. A
porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmatico, e com atividade mitocondrial ndo
diferiu entre tratamentos. No experimento a 15°C o vigor e motilidade total, progressiva e local
foram similares entre os tampdes BES, MES e TES em cada periodo avaliado. A osmolaridade do
sémen diluido ndo variou entre diluentes e foi para o BES 360.93 £10.52 mOsm, MES 361.47 +
6.79 mOsm e TES 361.56 + 7.68 mOsm. Devido as caracteristicas individuais de cada tampao o
pH do sémen diluido variou entre os diluentes com os tampdes utilizados. A porcentagem de
espermatozoides reativos ao teste hiposmdtico, com atividade mitocondrial e membrana intacta
observada com CFDA e PI ndo diferiu entre tratamentos. Evidenciou-se que tanto BES, MES ou
TES podem ser utilizados no armazenamento e transporte do sémen de pbneis durante 48 h a 5°C
ou 15°C.

Palavras-chave: armazenamento, composicao do diluente, qualidade do sémen, equino

Abstract

Composition, pH and osmolarity influence the semen quality during cooling. The aim of this
study was to identify a buffer for cooling semen of ponies for 48 h at 5°C and 15°C. The effect of
five buffers (TES (N-tris (hydroxymethyl) methyl-2-aminoethanesulfonic acid), PIPES
(piperaxin-N, N'-bis (2-ethanesulfonic acid)), BES (N, N- (N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethanesulfonic acid)) was evaluated for sperm viability, pH and osmolarity in a extender
composed of skim milk powder and glucose in fresh and cooled semen at 5°C and 15°C for 48 h.
After identifying a concentration of the buffers with osmolarity between 320 and 350 mOsm and
pH between 7.0 and 8.0, the tests were conducted with fresh and cooled semen. BES, MES and

TES buffers were selected within these characteristics and the others discarded. Semen without
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gel and after centrifugation was diluted in BES, MES, TES extenders. Samples from 5 ponies
were stored in a cooling device with temperature at 5°C for 48 h. Analyzes were carried out in
the time period 0, 24 and 48 hours after cooling. After this phase, the tests were conducted with
semen of eight ponies for 48 h at 15°C. Subsequently, one sample from each group was used for
analysis of motility, pH, osmolarity, hyposmotic test, mitochondrial activity (MTT) and
membrane integrity through fluorescent probes. The pH and osmolarity of the extenders without
semen were also evaluated. Data were analyzed by analysis of variance and Tukey's test, when P
< 0.05 difference was significant. Osmolarity of the diluted semen did not vary between diluents
and was for BES 350.91 + 11.24 mOsm, MES 350.41 + 11.76 mOsm and TES 350 + 12.96
mOsm. The pH of the semen after dilution in the respective diluents varied between the hours
evaluated (P <0.05) and did not change over time as evidenced by the buffering effect of the
extenders. Osmolarity of the diluents was similar between BES (366 + 5.47 mOsm), MES (370 =
6.12 mOsm) or TES (371 = 5.47 mOsm) buffers after dilution and without addition of semen.
The pH varied (P <0.05) according to the buffer. In the 5°C experiment, there was a decrease in
the percentage of total, progressive and local motility of the cooled semen after 24 h and 48 h
compared to the fresh evaluation was observed in all groups. However, there was no difference in
the percentage of motile sperm to fresh, 24 h and 48 h at 5°C between treatments. Percentage of
spermatozoa reactive to hyposmotic test, and with mitochondrial activity did not differ between
treatments. In the experiment at 15°C total, progressive and local vigor and motility were similar
between the BES, MES and TES buffers in each evaluated period. Osmolarity of the diluted
semen did not vary between extenders and was for BES 360.93 £ 10.52 mOsm, MES 361.47 £
6.79 mOsm and TES 361.56 = 7.68 mOsm. Due to the individual characteristics of each buffer
the pH of diluted semen varied between the diluents with the buffers used. Percentage of
spermatozoa reactive to the hyposmotic test, with mitochondrial activity and intact membrane
observed with CFDA and PI did not differ between treatments. We concluded that either BES,
MES or TES can be used in the storage and transport of semen of ponies for 48 h at 5°C or 15°C.

Keywords: cooled storage, semen quality, extender composition, equine
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Introducéo

Na espécie equina, a selecdo animal ndo é realizada em fungdo da performance
reprodutiva. Com isso, a qualidade do sémen contribui para o sucesso dos programas de
reproducdo. A inseminacdo artificial de éguas com sémen resfriado tornou-se um procedimento
de rotina na industria de criacdo devido as boas taxas de fertilidade e custo relativamente baixo
(CONTRI et al., 2010). O sémen resfriado pode ser mantido armazenado por aproximadamente
24 h sem perdas significativas na sua capacidade fertilizante comparado ao sémen fresco
(MAGISTRINI et al., 1996) e as taxas de prenhez diminuem ap6s 48 h de armazenamento
(AURICH, 2008). Esse decréscimo na fertilidade foi atribuido as mudangas na membrana
espermatica (AURICH, 2005) e tambem a peroxidacdo lipidica, fosforilacdo oxidativa,
fragmentacdo da cromatina e metilacdo de citosina do DNA que contribuem para causar lesdes ao
espermatozoide durante o resfriamento e transporte (KRAKOWSKI et al., 2013; GIBB et al.,
2014; DE OLIVEIRA et al., 2017).

O uso de sémen refrigerado ou congelado oferece inimeras vantagens para os criadores
e, nos ultimos anos, grande parte das associacGes de racas equinas ja permitem seu uso. Varios
estudos estdo sendo realizados no intuito de otimizar a fertilidade do sémen pelo maior tempo
possivel para facilitar a coleta do sémen, seu transporte e preservar a integridade e funcionalidade
dos espermatozoides até o momento mais oportuno para a inseminagdo artificial
(HECKENBICHLER et al., 2011).

Imediatamente apds a coleta o sémen deve ser diluido em meio adequado. Os diluentes
possibilitam o controle do pH e osmolaridade do meio, fornecem energia para o espermatozoide e
diluem o plasma seminal (MARTINS et al., 2016). Geralmente o sémen diluido é resfriado e
mantido a temperaturas préximas a 5°C ou 15°C com o objetivo de diminuir o metabolismo e
com isso reduzir a deplecdo de ATP e a producdo de espécies reativas de oxigénio (GIBB e
AITKEN, 2016).

Estudos que examinaram o efeito de diferentes tampdes de pH usados no resfriamento
ou nos meios de criopreservacdo demonstraram que alguns tampdes sdo melhores do que outros
na manutencdo da motilidade pos-descongelamento e integridade da membrana (CRABO et al.,
1972; BROWN et al., 1972; GRAHAM et al., 1972; GARCIA e GRAHAM, 1989; MOLINIA et
al., 1994).
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Comumente, o bicarbonato de sodio foi 0 tampédo preconizado para elaborar diluentes e
meios de cultura. Na tentativa de melhorar os tampdes de pH para uso em meios bioldgicos,
Good e colaboradores desenvolveram uma série de novos tampdes (FERGUSON et al., 1980;
EAGLE, 1971; GOOD e IZAWA, 1972; GOOD et al., 1966). Estes compostos eram grande parte
aminas alifaticas zwitteridnicas, ou aminoacidos alterados. Zwitterions tem a capacidade de atuar
como &cido ou base, e sdo excelentes tampdes de pH (WILL et al., 2011). No sémen de pdneis da
raca Brasileira, o tampdo HEPES ou mesmo o diluente composto de leite em p6 desnatado e
glicose sem tampdo demonstrou ser melhor para o resfriamento a 5°C do que o Bicarbonato de
Sédio (TRENTIN et al., 2018).

A necessidade de produzir novos diluentes, ou modificacfes nos diluentes existentes no
mercado nacional para promover melhores resultados € constante. Apesar do grande avanco na
tecnologia do sémen e a permissdo de uso da inseminagéo artificial pela maioria das associagcdes
de racas, o procedimento ainda requer melhorias para alcancar padronizagédo
(HECKENBICHLER et al., 2011; GALLARDO BOLANOS et al., 2012). No presente trabalho
foram avaliados tampdes zwitteribnicos em diluentes para resfriamento para sémen de péneis
com a finalidade de aumentar a eficiéncia em manter a viabilidade, o pH e a osmolaridade. Para
isso avaliou-se o efeito de cinco diferentes tampdes (TES (&cido N-tris (hidroximetil) metil-2-
aminoetanosulfénico), PIPES (acido piperaxin-N,N'-bis(2-etanosulfénico)), BES (&cido N,N-
Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico), MES (acido 4-morfolinoetanosulfonico) e HEPES
(&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico)) sobre a viabilidade espermatica, pH e
osmolaridade de um diluente composto por leite em pé desnatado e glicose imediatamente apds a

exposicdo do sémen fresco e refrigerado a 5°C e 15°C, por 48 horas.
Material e Métodos
Pré-experimento
Os tampdes utilizados na pesquisa foram o TES (acido N-tris (hidroximetil) metil-2-
aminoetanosulfénico), PIPES (&cido piperaxin-N,N'-bis(2-etanosulfonico)), BES (acido N,N-

Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico), MES (acido 4-morfolinoetanosulfonico) e HEPES

(&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico) obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
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USA). Para determinar a concentragcdo do tampdo que resultaria em osmolaridade e pH ideal
foram testadas diferentes concentracdes dos tampdes em diluente com leite em pd desnatado e
glicose, sem adicdo do sémen. Em posse da concentracdo dos tampdes com osmolaridade entre
320 e 350 mOsm e pH entre 7,0 e 8,0, os testes do diluente foram conduzidos com o0 sémen
fresco e resfriado. Os tamp&es BES, MES e TES foram selecionados dentro destas caracteristicas

e 0s demais descartados.

Experimento 5°C

Os testes do diluente com os tampdes BES, MES e TES foram conduzidos com o sémen

fresco de poneis e no sémen resfriado por 48 h a 5°C.

Experimento 15°C

Os testes do diluente com os tampdes BES, MES e TES foram conduzidos com o sémen

fresco de pdneis e no sémen resfriado por 48 h a 15°C.

Animais

Pbneis saudaveis com 10 anos de idade em média e pertencentes ao Laboratério de
Embriologia Animal — Embryolab da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa
Maria/RS, Brasil (29°41°-03° Sul, 53°48°-25° QOeste) serviram para 0 estudo. Os animais,
alocados em um potreiro com sombreamento receberam pastagem cultivada de aveia e azevém e
agua canalizada ad libitum, na area do Hospital Veterinario Universitario da UFSM. As coletas
foram conduzidas durante a estacdo reprodutiva do hemisfério sul de novembro a janeiro de 2016
com anuéncia do comité de ética da Universidade Federal de Santa Maria (N° 1318280916).

Todos os animais foram mantidos sob as mesmas condicdes de manejo e alimentagéo.
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Coleta de sémen

As coletas de sémen foram realizadas com vagina artificial modelo Hannover com uma
camisa sanitaria plastica de polietileno descartavel sobre o tubo flexivel para a coleta de cada
ponei. Os procedimentos de coleta seguiram o protocolo descrito por Klug e Sieme (2003). Os
machos foram coletados duas vezes por semana. As coletas foram procedidas em uma ponei-

manequim, devidamente contida.

Analise do sémen

Apo6s a coleta, o sémen foi filtrado com gaze estéril e a fragdo gel desprezada. As
analises macroscopicas do ejaculado como volume, cor e aspecto foram conduzidas
imediatamente apds a coleta. Uma amostra do sémen fresco foi separada para avaliacdo do pH,
osmolaridade e concentracdo. O volume total do ejaculado foi dividido em trés fracdes e diluido a
proporcao 1:1 (sémen:diluente) com trés diferentes diluentes (BES, MES, TES) e centrifugado a
600 x g por 10 minutos para remoc¢édo do plasma seminal. Removido o sobrenadante, o pellet foi
ressuspendido no respectivo diluente e a concentracdo foi ajustada para 50x10° sptz/mL. A
composicao dos diluentes foi a seguinte: TES: 2,4 g de leite em p6 desnatado, 4,9 g de glicose,
0,1 g de TES (&cido N-tris (hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfénico); MES: 2,4 g de leite em
po desnatado + 4,9 g de glicose + 0,1 g de MES (&cido 4-morfolinoetanosulfénico); BES: 2,4 g
de leite em pé desnatado + 4,9 g de glicose + 0,1 g de BES (&cido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-
aminoetanosulfénico). A quantidade pesada para cada tampéo foi definida devido a facilidade de
pesagem e infima variacdo no pH entre diferentes concentracbes dos tampdes no pre-
experimento.

Na sequéncia, uma amostra de cada grupo foi utilizada para analise da motilidade (total,
progressiva e local), pH, osmolaridade, teste hiposmético, atividade mitocondrial (MTT) e
integridade de membrana através das sondas fluorescentes. Uma amostra de cada diluente foi
destinada para avaliacdo do pH e osmolaridade. O pH foi aferido no sémen fresco diluido e nas
24 h e 48 h de resfriamento (pH Meter Tec-2, Tecnal). O restante da amostra foi mantida
resfriada em Botu-Flex (Botupharma, Brazil), recipiente especifico para resfriamento a 5°C ou

15°C, conforme as instrucOes do fabricante. Novas avaliagOes foram efetuadas em 24 h e 48 h de
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resfriamento. As avaliagdes das amostras resfriadas por 24 e 48 h a 5°C ou 15°C foram

conduzidas apds 5 minutos de aquecimento em mesa térmica ajustada a 37°C.

Motilidade espermatica

A avaliacdo da motilidade espermatica foi efetuada de acordo com Varner et al. (1989)
através da determinacdo percentual de espermatozoides moveis no ejaculado e a caracterizacdo
do tipo de movimento a fresco, 24 h e 48 h de resfriamento. As amostras foram avaliadas sob
microscopio de contraste de fase (200x e 400x) quanto ao movimento progressivo (MP),
movimento local (ML) e imdveis (1), com 15 pL de sémen entre lamina e laminula pré-aquecidas

a 37°C, de forma subjetiva, pelo mesmo observador.

Concentracao espermatica

A concentracdo espermatica foi determinada através de cadmara de Neubauer retirando-se
do ejaculado uma amostra de 50 pL para adiciona-la um tubo contendo 9,95 mL de formol-
salina. Apés homogeneizacdo montou-se a camara de Neubauer preenchendo seus dois reticulos.
Todos os espermatozoides presentes em 5 quadrados de cada reticulo da cdmara foram contados.
Para a obtencdo do numero de espermatozoides por mL o calculo foi realizado de acordo com

altura, area da camera e nimero de espermatozoides contados.

Teste de funcionalidade de membrana (HOST)

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada pelo teste hiposmotico. As
amostras foram incubadas a 37°C por oito minutos, de acordo com o protocolo de Lomeo e
Giambérsio (1991) e adaptado para equinos por Lagares et al. (2000). Posteriormente, a analise
foi conduzida sob microscépio de contraste de fase (400x), sob lamina e laminula contando 100
espermatozoides por amostra. Os espermatozoides integros foram considerados como aqueles que

apresentaram edema de cauda.
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Atividade mitocondrial através da redugdo do Tetrazolium (MTT)

O ensaio de reducdo de MTT depende da capacidade das células metabolicamente ativas
em reduzir o sal tetrazolico (3 [4,5-dimetiltiazol-2-y1] -2,5-difeniltetrazolio) a formazan (AZIZ et
al., 2005). O método foi realizado conforme protocolo adaptado de Mosmann, (1983) e Aziz et
al. (2005). Para a determinacdo da atividade mitocondrial, uma aliquota de cada amostra de
sémen foi centrifugada a 600 x g por 10 minutos para obtencdo de concentragdo de 100x10°
sptz/mL. O pellet foi ressuspendido com o diluente conforme a amostra e o sobrenadante foi
descartado; e 200 pL da amostra com 100x10° sptz/mL foi depositada em tubos de
microcentrifuga de 2 mL. Apos, 20 uL da solugdo de Tetrazolium (5mg/mL de Thiazolyl Blue
Tetrazolium (Sigma-Aldrich) em PBS salino) foi adicionado ao tubo e incubado por 30 minutos
em banho-maria a 37°C. Ap6s o tempo de incubacdo, 200 pL de solucdo de 0,04 N de HCl em
Isopropanol foram adicionados a amostra. Em seguida, cada tubo foi centrifugado a 1200 x g por
5 minutos. O sobrenadante foi utilizado para mensurar a atividade metabolica mitocondrial em
espectrofotometria de luz visivel com 540 nm de comprimento de onda, considerando o branco a
solugdo composta por diluente, solucdo de MTT e 0,04 N HCl-isopropanol. As aliquotas diluidas

de cada garanh&o e os brancos dos diluentes foram analisadas em triplicatas.

Integridade de membrana plasmatica do espermatozoide através de microscopia de fluorescéncia

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica foram utilizadas as sondas
fluorescentes iodeto de propideo (IP, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e diacetato de 6-
carboxifluoresceina (CFDA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A técnica adaptada da descrita
por Harrison e Vickers (1990), contendo solucdo de CFDA, solucdo de IP, solucdo de
formaldeido e solucdo de citrato de sodio foi utilizada. Apds 8 minutos de incubacéo a 37°C, uma
gota da amostra foi colocada entre lamina e laminula e 200 células foram analisada sob
microscopio de epifluorescéncia (1000x). Os espermatozoides corados em vermelho foram
considerados com membrana ndo intacta (ndo viaveis) e 0s corados totalmente em verde foram

considerados intactos e viaveis.
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Andlise estatistica

O software SAS® (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC) foi utilizado para a analise
estatistica. Os dados foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA) e a comparagdo
das médias foi efetuada através do Teste de Tukey.

Resultados

Experimento 5°C

Os poneis (n=5) foram submetidos a coletas de sémen (3 ejaculados por ponei) e 0
sémen foi mantido resfriado a 5°C por 48 h. Os valores médios e desvio-padrdo do volume (livre
de gel), concentragdo, pH e osmolaridade dos ejaculados obtidos dos cinco garanhdes utilizados
neste experimento foram, respectivamente, de 21,53 + 11,28 mL, 272,33 + 187,89 X108 sptz/mL,
7,58 £ 0,18 e 287,08 + 5,57 mOsm.

Os resultados das avaliacOes realizadas estdo expressos na Tabela 1. Um decréscimo na
porcentagem de motilidade total, progressiva e local do sémen resfriado apés 24 h e 48 h
comparado a avaliacdo a fresco foi observado em todos os grupos. No entanto ndao houve
diferenca na porcentagem de espermatozoides moveis a fresco, 24 h e 48 h a 5°C entre
tratamentos. A porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmatico, e com atividade

mitocondrial ndo diferiu entre tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 1 - Vigor, motilidade total, progressiva e local de sémen resfriado por 48 h a 5°C de
poneis da raca Brasileira em diluente com &cido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico
BES), acido 4-morfolinoetanosulfonico (MES), ou &cido N-tris (hidroximetil) metil-2-
aminoetanosulfénico (TES).

Tempo de resfriamento

Parametro avaliado Diluente Oh 24 h 48 h

Vigor BES 3804 3,13+0,63 2,53 +0,51

MES 3804 3,26 + 0,45 2,53 +0,51

TES 3,8+0,41 3,26 + 0,45 2,66 +0,48
Motilidade Total (%) BES 72,66 + 6,51 55,33+ 12,45 42,33 £13,21
MES 73,33 £6,17 57,33 £10,83 44,33 £ 10,83
TES 75,33 £ 4,80 54,66 + 8,12 43,66 +£ 11,41
Motilidade Progressiva (%) BES 64,66 + 8,33 44,33 + 13,47 28,33 + 13,04
MES 65,66 + 7,98 46,00 £ 10,38 28,66 + 11,72
TES 67,33 £6,77 44,33 £ 8,83 27,66 + 12,65

Motilidade Local (%) BES 8,33 +243 12,66 + 4,95 19,66 + 8,54
MES 8,00 + 2,53 12,66 + 4,57 19,66 + 7,43

TES 8,33+243 12,33 £ 5,93 19,66 + 7,43

ANOVA, Teste de Tukey, P > 0.05.



44

Tabela 2 - Teste hiposmotico e atividade mitocondrial de sémen resfriado por 48 h a 5°C de
poneis da raca Brasileira em diluente com &cido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico
BES), acido 4-morfolinoetanosulfonico (MES), ou &cido N-tris (hidroximetil) metil-2-
aminoetanosulfénico (TES).

Parametro Tempo de resfriamento
seminal Diluente Oh 24 h 48 h
Funcionalidade ~ BES 63,4 + 13,862 41,00 + 12,98° 40,85 + 11,97°
da membrana MES 63,93 + 12,65 36,857 + 12,77° 38,93 +11,37°
(HOST, %) TES 59,00 + 11,0842 41,467 + 14,04° 38,20 + 13,32°
Atividade BES 503,40 + 75,12 491,50 + 71,86° 375,71 + 88,66"
mitocondrial MES 466,36 + 65,867 476,71 £ 86,88 411,93 + 139,68°
(MTT) TES 480,83 + 71,49° 482,61 +135,75% 408,93 + 132,27?

ab |_etras diferentes nas linhas indicam diferenca (P < 0.05).

A osmolaridade do sémen diluido ndo variou entre diluentes e foi para 0 BES 350.91 +
11.24 mOsm, MES 350.41 + 11.76 mOsm e TES 350.00+ 12.968 mOsm. O pH do sémen apds
diluicdo nos respectivos diluentes variou entre as horas avaliadas (P < 0.05) e ndo variou com o

passar do tempo o que evidencia o efeito tamponante dos diluentes (Tabela 3).
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Tabela 3 — Determinacéo do pH de sémen diluido e resfriado por 48 h a 5°C de pbneis da raca
Brasileira acrescido de acido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES), acido 4-
morfolinoetanosulfonico (MES), ou &acido N-tris (hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfénico
(TES).

Tampéo em Tempo de resfriamento
diluente Oh 24 h 48 h
BES 6,90 + 0,185 7,00 + 0,227B2 6,91 + 0,11482
MES 6,78 + 0,205 6,88 + 0,255 6,86 + 0,195
TES 7,05 +0,16" 7,09 + 0,28 7,03 +0,174

&b | etras maitsculas diferentes nas colunas e mindsculas nas linhas indicam diferenca (P <
0.05).

A osmolaridade dos diluentes foi similar entre os tamp&es BES (366.00 £ 5.47 mOsm),
MES (370 £ 6.12 mOsm) ou TES (371 + 5.47 mOsm) a fresco e sem adicdo de sémen. Ja o pH

variou (P < 0.05) de acordo com o tampéo (Tabela 4).

Tabela 4 — Determinacdo do pH dos diluentes com acido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-
aminoetanosulfénico (BES), acido 4-morfolinoetanosulfonico (MES), ou &cido N-tris

(hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfénico (TES) por 48 h de resfriamento a 5°C.

Tampéao em Tempo de resfriamento
diluente Oh 24 h 48 h
BES 6,62+0,10° 6,74+0,20° 6,860,042
MES 6,64+0,15° 6,72+0,242 6,67+0,06°
TES 6,98+0,15° 6,92+0,15° 6,940,072

ab | etras diferentes indicam diferenca (P < 0.05) nas colunas.
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Experimento 15°C

Poneis saudaveis da raca Brasileira, com 10 anos de idade em média (n=8) foram
submetidos a coletas de sémen (3 ejaculados/pdnei). Cada ejaculado foi submetido apds
centrifugacdo a um diluente e foi mantido resfriado por 48 h a 15°C com os tamp&es BES, MES e
TES. Os valores médios e desvio-padrdo do volume (livre de gel), concentracdo, pH e
osmolaridade dos ejaculados dos oito garanhdes neste experimento foram, respectivamente, de
20,83 + 10,12 mL, 276,87 + 143,06 X1 0°sptz/mL, 7,50 + 0,18 e 275,25 * 6,56 mOsm.

O vigor e motilidade total, progressiva e local foram similares entre os tampdes BES,
MES e TES em cada periodo avaliado (Tabela 5). A osmolaridade do sémen diluido ndo variou
entre diluentes e foi para 0 BES 360.93 £10.52 mOsm, MES 361.47 = 6.79 mOsm e TES 361.56
+ 7.68 mOsm.

Devido as caracteristicas individuais de cada tampdao o pH do sémen diluido variou entre
os diluentes (Tabela 6). A porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico, com
atividade mitocondrial e a membrana intacta observada com CFDA e Pl foi similar entre

tratamentos (Tabela 7).
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Tabela 5 - Vigor, motilidade total, progressiva e local de sémen resfriado a 15°C por 48 h de
pdneis da raca Brasileira submetidos a diluente com tamp&o de &cido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-
aminoetanosulfénico (BES), &cido 4-morfolinoetanosulfonico (MES), ou 4&cido N-tris
(hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfénico (TES).

Parametro Tempo de resfriamento
seminal Diluente Oh 24 h 48 h
Vigor BES 3,70+ 0,62 3,04 £ 0,62 2,75+0,84
MES 3,75+ 0,60 3,12+ 0,67 2,75+ 0,84
TES 3,62+£0,92 3,00 £0,93 2,58+ 1,10
Motilidade BES 67,70 £ 15,74 54,79 + 14,17 39,16 + 16,26
Total (%) MES 67,70 £ 15,32 56,87 £13,57 39,16 + 15,44
TES 66,87 + 16,66 52,29 + 17,63 41,87 +18,69
Motilidade BES 56,87 + 16,92 42,08 + 15,87 28,75+ 14,76
Progressiva MES 57,08 + 15,59 45,00 + 13,83 28,12 + 13,65
(%) TES 56,04 + 16,74 41,04 + 16,93 31,45+ 16,31
Motilidade BES 10,41 £ 5,29 12,50 + 6,07 10,41 + 3,87
Local (%) MES 10,20 = 3,75 11,45+ 5,20 10,41 + 4,87
TES 10,83 £ 5,03 10,41 £ 5,29 10,20 £ 4,77

ANOVA, Teste de Tukey, P > 0.05



48

Tabela 6 — Determinacdo do pH do sémen resfriado por 48 h a 15°C de poOneis da raca Brasileira
em diluente com &cido N,N-Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES), é&cido 4-
morfolinoetanosulfonico (MES), ou &acido N-tris (hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfénico
(TES).

Tampéao em Tempo de resfriamento
diluente Oh 24 h 48 h
BES 6,79 £ 0,07° 6,74 +0,19° 6,35 + 0,39°?
MES 6,56 + 0,12° 6,59 +0,11° 6,27 + 0,31°
TES 6,90 + 0,08? 6,85 + 0,15° 6,32 £ 0,41°

a.b.¢ | etras diferentes indicam diferenca (P < 0.05) nas colunas.

Tabela 7 - Teste hiposmético, atividade mitocondrial e integridade de membrana de sémen
resfriado de poneis da raca Brasileira por 48 h a 15°C em diluente com acido N,N-Bis(2-
18hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico (BES), acido 4-morfolinoetanosulfonico (MES), ou acido

N-tris (hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfénico (TES).

Tempo de resfriamento

Parametro avaliado  Diluente Oh 24 h 48 h
Funcionalidade de BES 60,37 £ 14,70 45,34 + 16,68 34,91 +17,71
membrana (HOST, %)  MES 62,54 £ 12,81 38,91 £17,35 35,21 + 18,80
TES 59,95 £ 13,34 45,78 £ 17,16 40,60 + 18,26
Atividade mitocondrial BES 344,93 + 69,32 348,95 +45,22 434,41 £134,73
(MTT) MES 410,45+ 193,62 351,26 + 90,17 454,91 £239,11
TES 402,68 +146,57 360,10 + 65,53 492,79 £166,77
Integridade de membran BES 81,23 + 13,88 89,53+ 6,43 95,65 + 4,66
(CFDA/PI, %) MES 75,23 £16,02 84,47 £8,56 95,58 + 3,80
TES 83,26+18,34 88,16+10,83 98,38 + 1,66

ANOVA, Teste de Tukey, P > 0.05
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Discussao

A eficiéncia da técnica para resfriamento do sémen equino ainda permanece limitada. As
taxas gestacionais relatadas na literatura com sémen resfriado indicam que estes indices oscilam
entre 50 a 60% por ciclo (SQUIRES, 2009; HECKENBICHLER et al., 2011; PUGLIESI et al.,
2012; KISER et al., 2014).

Na presente pesquisa, 0 periodo de avaliagdo de 48 h para o resfriamento foi escolhido
para mimetizar o tempo necessario para enviar o sémen até locais distantes. O declinio na
motilidade foi observado durante os periodos de resfriamento corroborando os achados de Zhandi
e Ghadimi (2014). Love et al. (2015) afirmam que a viabilidade espermatica esta relacionada com
a fertilidade do sémen resfriado. O sémen da maioria dos garanhdes sobrevive ao resfriamento a
4°C e mantém a fertilidade a niveis aceitaveis de 48 até 72 h se mantida a temperatura (KATILA,
2011; GRAHAM, 2011). Foster et al. (2011) ao compararem motilidade total avaliada pelo
CASA e integridade de membrana pelo citdmetro de fluxo de sémen de garanhdes descobriram
que o dano as membranas espermaticas € significativamente maior apds 48 horas de
armazenamento refrigerado a 5°C.

A escolha do resfriamento a 5 ou 15° C foi pelo fato do sistema ser de baixo custo e
facilmente acessivel para a maioria dos veterinarios de campo. Ainda, esta opcao possibilita o
resfriamento a taxas lentas de resfriamento evitando danos as membranas espermatica e perda da
viabilidade. A temperatura desempenha papel significativo no pH e no tampao de pH. Em geral,
a medida que a temperatura aumenta, o pH e pKa diminuem (GOOD et al., 1966; WILL et al.,
2011). Assim, alguns tampdes que podem ser adequados para procedimentos a determinada
temperatura podem ndo ser para outras. No entanto, no nosso experimento, os trés tampdes
testados proporcionaram viabilidade espermatica em ambas temperaturas por 48 h de
resfriamento. Ja quando o sistema de resfriamento a ser utilizado ndo garante a conservacdo da
temperatura e as temperaturas estdo elevadas é recomendado o resfriamento a 5°C, enquanto que
temperaturas de transporte de 15°C a 20°C podem ser indicadas para curtos periodos de
transporte e para garanhfes que sejam sensiveis ao resfriamento (CUERVO-ARANGO et al.,
2015).

Em nossa pesquisa, a temperatura de 15°C para o resfriamento foi escolhida

visualizando que os espermatozoides mantivessem maior atividade metabdlica e com isso maior
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competéncia de secre¢do de produtos pelo metabolismo celular com capacidade de alterar o pH
do meio. A taxa de prenhez aumentou significativamente quando o sémen de garanhdes foi
resfriado por 24 horas a 15°C quando comparado a 4°C no mesmo periodo (BATELLIER et al.,
1998). Em décadas anteriores estes beneficios em manter o sémen entre 15 e 20°C foram
descritos na literatura (PROVINCE et al, 1985; FRANCL et al., 1987; VARNER et al., 1989;
BATELLIER et al., 1998) e inclusive em periodo mais recente (VIDAMENT et al., 2012), porém
temperaturas acima de 10°C ndo reduzem suficientemente o metabolismo espermatico,
originando muitos produtos residuais que podem alterar as atividades enzimaticas, o pH do meio,
gerar espécies reativas ao oxigénio, induzir a peroxidacdo lipidica que causam alteracdes de
membrana celular e perda da viabilidade (GRAHAM, 2011).

Os diluentes fornecem nutrientes, minimizam o crescimento bacteriano e protegem o0s
espermatozoides contra o choque térmico causado pelo frio, estabilizam os sistemas enzimaticos
e a integridade de membrana (CRESPILHO et al., 2013) e neutralizam produtos toxicos
(PICKETT e AMANN, 1987), sem estes o resfriamento ndo seria possivel. A adicdo de leite
desnatado ao diluente de sémen equino para resfriamento a 5°C por 12 h mostrou ter papel
crucial na preservacdo espermatica (BATELLIER et al., 1998; FLOREZ-RODRIGUEZ et al.,
2014). Em diluentes a base de leite, fosfocaseinatos e b-lactoglobulina estdo envolvidos na
manutencdo da motilidade espermética (BATELLIER et al.,, 1997; MANJUNATH, 2012).
Alguns autores sugerem que a composicdo do diluente e a fonte de proteina exerce papel
fundamental na sobrevivéncia do espermatozoide resfriado (BATELLIER et al., 1997,
MANJUNATH, 2012). Florez-Rodriguez et al. (2014) ao caracterizar a morfofuncionalidade do
espermatozoide equino expondo-os por 12h ao resfriamento com distintos diluentes evidenciaram
diferencas na descondensacdo da cromatina demonstrando que a composicdo do diluente exerce
influéncia na integridade da cromatina espermatica.

A pesquisa de Heckenbichler et al. (2011) avaliou no momento da inseminacdo a
qualidade e fertilidade do sémen equino resfriado e transportado revelando maior quantidade de
defeitos de acrossoma com uso de temperaturas maiores que 14°C durante o transporte do sémen.

Crespilho et al. (2013) ao testarem o efeito da adi¢éo de colesterol, tampdes e o pH do
sémen equino resfriado a 5°C concluiram que diminuir o pH do meio ndo beneficia a viabilidade

pois ao incubar os espermatozoides em pH 6.6 ndo afetou nenhum dos parametros avaliados.
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HEPES foi um melhor tampé&o quando comparado ao diluente Tris no pH fisioldgico e qualidade
espermatica de carneiros (YANIZ et al., 2011).

Os poneis utilizados nessa pesquisa foram mantidos sob 0 mesmo manejo e ambiente,
sendo que os ejaculados foram coletados regularmente duas vezes por semana. A longevidade do
sémen armazenado refrigerado foi adequada e, portanto, estes podem ser classificados como
"bons refrigeradores” (BRINSKO et al., 2000). A manutencdo do sémen durante o resfriamento
por 48 h nos trés tampGes testados ndo alterou a viabilidade espermatica que diminuiu conforme

aumentou o tempo armazenado.

Conclusao

O sémen de pobneis da raca Brasileira em diluente composto de leite em pd desnatado,
glicose com tampdo BES, MES ou TES pode ser utilizado tanto para 0 armazenamento quanto

para o transporte a 5°C ou a 15°C durante 48 h.
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4 ARTIGO 2

SUPLEMENTACAO ORAL DE PONEIS COM DHA E EFEITO DA VITAMINA E:
AVALIACAO DA QUALIDADE DO SEMEN E ESTRESSE OXIDATIVO

Resumo

O teor de acidos graxos das membranas dos espermatozoides pode influenciar a resisténcia a
baixas temperaturas. O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a influéncia da suplementacéo de
acidos graxos poli-insaturados sobre a qualidade de sémen de pdoneis da raca Brasileira a fresco e
apos congelamento. Oito pdneis receberam sua dieta convencional ndo suplementada (grupo
controle) ou dieta convencional e 70 g de farinha de alga Schizochytrium sp rica em DHA (grupo
PUFA). O efeito da Vitamina E (1 mM, DL-a-tocoferol, T3376, Sigma-Aldrich), adicionada ao
diluente de congelamento para sémen de poneis da raca Brasileira também foi avaliado sobre a
qualidade seminal, antes e ap0s o congelamento do sémen. O sémen foi coletado a cada 15 dias
durante 60 dias. Os garanhdes suplementados passaram para controle e vice-versa ap0s um
intervalo de sessenta dias. O sémen foi avaliado a fresco e ap6s o congelamento. Motilidade e
vigor foram avaliados a fresco. ApOs o descongelamento motilidade, funcionalidade de
membrana, integridade de membrana e analise computadorizada da motilidade foram avaliados.
Os efeitos do tratamento, tempo, tipo de sémen e suas intera¢es foram submetidas a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey. Os valores médios para 0s parametros
avaliados a fresco no grupo PUFA e controle foram similares. Os valores médios da motilidade
total, progressiva e local, hiposmético, CFDA/PI e analise computadorizada de sémen de pdneis
da raca Brasileira suplementados com DHA e o grupo controle pos-descongelamento ndo
diferiram. A associacdo da suplementacdo de DHA e Vitamina E adicionada ao diluente ndo
potencializou a capacidade antioxidante do diluente durante o congelamento. A associacdo da
suplementacdo de DHA e Vitamina E adicionada ao diluente resultou em diminui¢cdo da
motilidade total e progressiva comparada ao grupo ndo suplementado (controle). A
suplementacdo de 70 g de farinha de alga Schizochytrium sp rica em DHA e ou a incluséo de 1

mM de vitamina E ao diluente de congelamento de sémen em poneis da raca Brasileira ndo foi



57

eficiente para promover melhoria na viabilidade seminal apds a coleta ou mesmo apds o
descongelamento.
Palavras-chave: antioxidantes, acidos graxos poli-insaturados, qualidade do sémen

Abstract

Fatty acid content of sperm membranes can influence resistance to low temperatures during
cooling and freezing process. This study investigated the influence of polyunsaturated fatty acid
supplementation on the fresh and thawed semen of Brazilian ponies. Eight ponies received their
conventional diet (control group) or conventional diet and 70 g of DHA-rich Schizochytrium sp
algae meal (PUFA group). The effect of Vitamin E (1 mM, DL-a-tocopherol, T3376, Sigma-
Aldrich), added to the freezing diluent for semen was also evaluated on seminal quality before
and after semen freezing. Semen was collected every 15 days for 60 days. The stallions were
reversed in the treatments after an interval of sixty days. Semen was evaluated fresh and after
freezing. Motility and vigor were evaluated in fresh semen. After thawing motility, membrane
functionality, membrane integrity and computed motility analysis were recorded. Effects of the
treatment, time, type of semen and their interactions were submitted to analysis of variance and
the means compared by the Tukey test. Mean values for fresh parameters evaluated in the PUFA
and control groups were similar. Mean values of total, progressive and local motility,
hyposmotic, CFDA/PI and computerized semen analysis of Brazilian ponies supplemented with
DHA and the post-thaw control group did not differ. Combination of DHA and Vitamin E
supplementation added to the extender did not potentiate the antioxidant capacity of the diluent
during freezing and resulted in decreased total and progressive motility compared to the non-
supplemented (control) group. Supplementation of 70 g of DHA-rich Schizochytrium sp and the
addition of 1 mM vitamin E to the semen freezing diluent in Brazilian ponies was not efficient to
promote improvement in seminal viability after collection or even after thawing.

Keywords: antioxidants, polyunsaturated fatty acids, semen quality
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Introducéo

Na espécie equina, a selecdo dos garanhdes é realizada com base na performance
atlética, morfoldgica e no pedigree e ndo em funcdo da capacidade reprodutiva, o que resulta em
grande variacdo da fertilidade entre garanhdes (GIBB e AITKEN, 2016). O sémen equino
resfriado e diluido fica vidvel por apenas 48 h limitando sua utilizacdo, enquanto o sémen
congelado pode estar disponivel na fazenda para uso a qualquer momento e é o Unico método
para armazenamento de sémen por um periodo indefinido de tempo.

O sémen dos animais domésticos possui altos niveis de acido graxos poli-insanturados
(PUFAs) em particular, &cido docosahexaendico (DHA, dmega 3) e acido docosapentaenoico
(DPA, 6mega 6). O sémen equino contém alto nivel de DPA (PARKS e LYNCH,1992). Estudos
em caprinos demonstraram que elevada taxa de DHA:DPA no sémen resulta em melhoria da
fertilidade, enquanto que altos niveis de DPA relativo ao DHA reduz a fertilidade (PENNY et al.,
2000; MALDJIAN et al., 2003). Os animais ndo conseguem sintetizar PUFAs, a partir de acidos
graxos saturados ou monoinsaturados; entdo, devem adquiri-los de precursores em sua dieta.
Infelizmente, a maioria dos alimentos fornecidos para cavalos possuem altos niveis de
precursores de acidos graxos 6mega-6, enquanto os precursores de acidos graxos 6mega-3, como
DHA, sdo muito baixos (GARMSIR et al., 2014).

Nos cavalos, a proporcao fisiologica do colesterol em relacdo aos fosfolipidios na
membrana plasmatica do espermatozoide pode prejudicar a sua capacidade de passar pelo
processo de resfriamento e especialmente ao congelamento com éxito (LOOMIS e GRAHAM,
2008). Isto se deve ao fato que a proporc¢édo de colesterol para fosfolipidios ndo pode ser alterada
no espermatozoide (SCHMID-LAUSIGK e AURICH, 2014), pois é determinada geneticamente
para cada espécie e cada individuo. Na década passada, os estudos se concentraram no efeito da
adicdo de acidos graxos poli-insaturados a dieta para aumentar sua proporcdo em relacdo aos
fosfolipidios da membrana espermatica, visando melhorar sua fluidez e resisténcia ao estresse
térmico (BRINSKO et al., 2005; ELHORDOQY et al., 2008; GRADY et al., 2009).

Os espermatozoides sdo vulneraveis e suscetiveis ao estresse oxidativo porque as
membranas plasmaticas possuem grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados. Além de
influenciar a resposta ao resfriamento e congelamento, a composi¢do lipidica das membranas

espermaticas desempenha um papel importante nas mudancas fisiologicas que levam a
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fertilizagdo. Ao longo das décadas, as pesquisas mostraram que o estresse oxidativo prejudica a
funcdo do espermatozoide, por exemplo, a motilidade espermética e a integridade da membrana
plasméatica (AITKEN, 1994; MAXWELL e WATSON, 1996; ARMSTRONG et al., 1999;
BAUMBER et al., 2002).

A lipoperoxidacao contribui para danificar a membrana lipidica do espermatozoide. Em
diferentes espécies a suplementacdo com antioxidantes na dieta oral tem demonstrado melhorias
na qualidade do sémen. O estudo de BRINSKO et al. (2005) demonstrou que uma dieta rica em
acidos graxos 6mega-3 (n-3) pode melhorar a motilidade dos espermatozoides resfriados e
descongelados. Muitos dos produtos para garanhGes tém baixos niveis de é&cido
docosahexaendico (DHA) e sdo baseados em 6leo de peixe, 0 que pode reduzir a palatabilidade.
A vitamina E é o principal componente do sistema antioxidante dos espermatozoides e é
considerada a principal protetora de membrana contra espécies reativas ao oxigénio (EROs) e
peroxidacdo lipidica da membrana (AGARWAL et al.,, 2003; CONTRI et al., 2011). Esta
caracteristica resulta na neutralizacdo de radicais lipidicos; por isso oferece protecdo de
componentes de membrana sem influenciar a geracdo de EROs (MARQUES et al., 2010). Varios
estudos foram realizados em mamiferos para avaliar o efeito da adicdo de vitamina E em
diluentes para congelamento com o objetivo de melhorar a qualidade do sémen, mas resultados
inconsistentes foram observados (FRANCO et al., 2013).

A adicdo de vitamina E ao diluente de congelamento melhorou a qualidade pos-
descongelamento, além disso, a adigdo de a-tocoferol reduziu significativamente a peroxidagédo
lipidica em espermatozoides equinos (AGUERO et al., 1995; BALL e ANTHONY, 2002).

Nessa pesquisa avaliou-se o efeito de um suplemento alimentar na concentracéo de 70 g
como fonte de acido graxo 6mega-3 de algas marinhas administrado diariamente via oral, bem
como o efeito da Vitamina E (1 mM, DL-a-tocoferol), adicionada ao diluente de congelamento
para sémen de pbneis da raca Brasileira foi avaliado sobre a qualidade seminal e o estresse

oxidativo, antes e apds o congelamento do sémen.

Material e métodos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Maria
sob protocolo n°® 9477300916.
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Animais

Nesta pesquisa foram utilizados 8 pbneis saudaveis e ferteis da raca Brasileira com idade
entre 9-16 anos pertencentes ao Laboratorio de Embriologia Animal — Embryolab, da
Universidade Federal de Santa Maria, (UFSM), Santa Maria/RS, Brasil (29°41°-03° Sul, 53°48’-
25° Oeste). Os animais foram mantidos em um potreiro com sombreamento, pastagem cultivada
e 4gua canalizada ad libitum, na &rea do Hospital Veterinario Universitario da UFSM. No periodo
de outubro de 2016 a maio de 2017, relativo as esta¢Oes de primavera, verdo e outono, 0s poneis

tiveram 0 sémen coletado para compor a avaliacéo.

Suplementagéo

A alimentacdo compunha-se de aveia branca, racdo e sal mineral. Inicialmente os
animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Nao suplementados (Controle, n=4) e
Suplementados com suplemento de farinha de alga Schizochytrium sp rica em DHA (PUFA,
n=4). A farinha de alga Schizochytrium sp rica em DHA continha niveis de extrato etéro minimo
de 500g/kg e DHA minimo de 120g/kg e os niveis recomendados pelo fabricante para inclusdo na
dieta de equinos era 0,5 kg a 10 kg por tonelada. Apos o primeiro ciclo de suplementacéo (60
dias) e um periodo de descanso, 0s grupos de animais foram invertidos para remover o possivel
efeito residual da suplementacdo na espermatogénese, conforme Figura 1. As coletas de sémen
foram realizadas semanalmente e para as avaliacdes a cada 15 dias. Os pdneis receberam a dieta
alimentar convencional ndo suplementada (grupo controle), ou a dieta alimentar convencional e a
suplementacdo (Grupo PUFA) uma vez ao dia por 60 dias (KING et al., 2008, RODRIGUES et
al., 2017). A suplementacdo (70 g) foi diluida em 120 mL de &gua potavel fornecida através de

seringa via oral.
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Figura 1 — Desenho experimental da dieta alimentar convencional ndo suplementada (grupo
controle) ou a dieta alimentar convencional e a suplementagdo com farinha de alga
Schizochytrium sp rica em DHA (Grupo PUFA) fornecida uma vez ao dia por 60 dias para poneis
da raca Brasileira (G1 a G8).

Controle Controle
G5, G6,G7,G8 G1, G2, G3, G4
PUFA SEM X PUFA SEM )
| Gl1, G2, G3, G4 SUPLEMENTACAO G5, G6, G7, G8 SUPLEMENTACAO
I 60 dias I 60 dias | 60 dias 60 dias |

Coletas de sémen

Os pobneis tiveram as reservas gonadais esgotadas com duas coletas por semana durante
30 dias previamente ao inicio do experimento. As coletas de sémen foram conduzidas com
auxilio de uma vagina artificial modelo Hannover. Durante o0 experimento os machos foram
coletados uma vez por semana com auxilio de uma p6nei-manequim acondicionada a atividade e
devidamente contida para garantir caracteristicas estaveis do sémen. Para analise estatistica, 0
sémen foi coletado a cada 15 dias dentro dos 60 dias de suplementacdo ou descanso. Durante a
coleta, o sémen foi filtrado com filtro de nylon acoplado ao copo coletor e a fracdo de gel foi

desprezada.

Analise do sémen

As analises macroscopicas do ejaculado como volume, coloracdo e aspecto foram
conduzidas imediatamente apds a coleta. Uma amostra do ejaculado fresco foi separada para
avaliagdo do pH e concentragdo. O volume total do ejaculado foi diluido em diluente a base de
leite em po e glicose (EQUIDIL, Embryolab - UFSM) na proporcao de 1:1 (sémen:diluente). Na
sequéncia, uma amostra foi retirada para analise do pH, da motilidade (total, progressiva e local)

e vigor. O restante do ejaculado foi distribuido equitativamente em tubos para centrifugacdo a
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400 x g por 10 minutos para remogéo do plasma seminal. O pellet de cada tubo foi ressuspendido
com o diluente Botucrio® (Botucatu, S&o Paulo, Brasil) adicionado ou ndo de vitamina E (1 mM
1 mM, DL-a-tocoferol, T3376, Sigma-Aldrich) para congelamento do sémen.

As amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL com aproximadamente 100 x 10°
sptz/palheta e ap6s seladas com alcool polivinilico. O congelamento foi realizado em aparelho
automatizado TK 1000 (TK — Equipamentos para reproducdo, Uberaba —MG) e as amostras

armazenadas em nitrogénio liquido para processamento que ocorreu 3 meses apos.

Avaliacdo pds-descongelamento

As palhetas de sémen foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos. O
procedimento foi realizado com trés palhetas de sémen de cada p6nei foram utilizadas para
realizar as analises de motilidade total, progressiva e local, teste hiposmotico, porcentagem de
espermatozoides vivos na colora¢do com eosina, integridade de membrana plasmatica atraves de
sondas fluorescentes (iodeto de propidio/diacetato de 6-carboxifluoresceina) e andlise da

motilidade espermatica computadorizada (AndroVision, Minitub, Tiefenbach, Germany).

Motilidade espermatica

A avaliacdo da motilidade espermatica foi efetuada de acordo com Varner et al. (1989)
através da determinacdo percentual de espermatozoides mdveis no ejaculado e a caracterizacao
do tipo de movimento a fresco, 24 h e 48 h de resfriamento. As amostras foram avaliadas sob
microscopio de contraste de fase (200x e 400x) quanto ao movimento progressivo (MP),
movimento local (ML) e imdveis (1), com 20 pL de sémen entre ldmina e laminula pré-aquecidas

a 37°C, de forma subjetiva, pelo mesmo observador.
Concentracao espermatica
A concentracdo espermatica foi determinada através de cAmara de Neubauer retirando-se

do ejaculado uma amostra de 50 pL para adiciona-la um tubo contendo 9,95 mL de formol-

salina. Apds homogeneizacdo montou-se a cdmara de Neubauer preenchendo seus dois reticulos.
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Todos os espermatozoides presentes em 5 quadrados de cada reticulo da camara foram contados.
Para a obtencdo do nimero de espermatozoides por mL o calculo foi realizado de acordo com

altura, area da cdmera e nimero de espermatozoides contados.

Teste de funcionalidade de membrana (HOST)

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada pelo teste hiposmdtico. As
amostras foram incubadas a 37°C por oito minutos, de acordo com o protocolo de Lomeo e
Giambérsio (1991) e adaptado para equinos por Lagares et al. (2000). Posteriormente, a analise
foi conduzida sob microscépio de contraste de fase (400x), sob lamina e laminula contando 100
espermatozoides por amostra. Os espermatozoides integros foram considerados como aqueles que

apresentaram enrolamento (edema) de cauda.

Integridade de membrana plasméatica do espermatozoide através de microscopia de

epifluorescencia

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica foram utilizadas as sondas
fluorescentes iodeto de propideo (IP, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e diacetato de 6-
carboxifluoresceina (CFDA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A técnica adaptada da descrita
por Harrison e Vickers (1990), contendo: solucdo de CFDA, solucdo de IP, solucdo de
formaldeido e solucédo de citrato de sddio foi utilizada. Ap6s 8 minutos de incubacdo a 37°C, uma
gota de 3 pL da amostra foi colocada entre lamina e laminula e 200 células foram analisada sob
microscopio de epifluorescencia (1000x). Os espermatozoides corados em vermelho foram
considerados com membrana ndo intacta (ndo viaveis) e 0s corados totalmente em verde foram

considerados intactos e viaveis.
Anélise computadorizada do sémen
Uma pequena aliquota da amostra de sémen foi colocada em uma lamina aquecida com

uma laminula e avaliada usando o programa computadorizado CASA. Os parametros analisados

incluiram porcentagem total de motilidade espermatica (MT, %), motilidade progressiva (MP,
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%), motilidade local (ML, %), velocidade curvilinea (VCL, pm/s), velocidade média de trajeto
(VAP, pum/s), velocidade retilinea (VSL, pum/s)), amplitude lateral da cabeca (ALH, um) e
frequéncia de batimentos (BCF, Hz).

Amostras de sangue e sémen para analise dos acidos graxos dos fosfolipidios através do TBARS

Amostras de sangue de cada ponei foram coletadas a cada 15 dias durante a execug¢do do
experimento em tubos de 5 mL contendo EDTA como anticoagulante pela pungdo da veia jugular
direita ou esquerda. O sangue foi centrifugado imediatamente apds a coleta a 1200 x g por 15
minutos. O plasma foi coletado e armazenado em tubos de 2 mL a -80°C. Amostras de sémen
puro imediatamente apods a coleta foram acondicionadas em tubos de 2 mL e armazenadas a -
80°C.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada com o programa software SAS® (versdo 9.2, SAS
Institute Inc., Cary, NC). Os dados foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA) e

para comparacao das médias utilizou-se o Teste de Tukey.

Resultados

Acredita-se que a suplementacdo com DHA proporcione ao sémen a capacidade de
suportar com maior eficiéncia as lesdes causadas pelo congelamento e pelo estresse oxidativo.
Esperava-se que a suplementacdo com DHA promovesse a melhoria da qualidade seminal dos
poneis suplementados a fresco e ap6s o congelamento. Durante o experimento que constou de
112 coletas de sémen no periodo de 180 dias, os valores médios para os parametros avaliados a
fresco no grupo PUFA e controle foram similares e estdo descritos na Tabela 1. Os valores
médios da motilidade total, progressiva e local, hiposmético, CFDA/PI e analise
computadorizada de sémen de pdneis da raga Brasileira suplementados com DHA e o grupo

controle pés-descongelamento ndo diferiram e estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 1 - Volume, concentracdo, pH, vigor motilidade total, progressiva e local de sémen de
pdneis da raca Brasileira suplementados com &cido docosahexaendico (DHA; médias + desvio

padréo).
Parametros seminais Controle PUFA
Volume 22,29 £ 12,99 24,66 + 13,60
Concentracao 267,16 £127,18 293,75 £+ 132,66
pH 7,58 + 0,28 7,56 + 0,19
Vigor 3,46 £ 0,50 3,44 + 0,60
Motilidade Total (%0) 70,34 £5,6 71,94 £ 6,24
Motilidade Progressiva (%0) 64,65 + 6,3 66,11 + 7,18
Motilidade Local (%0) 5,69+ 1,75 5,83+1,88

ANOVA, Teste de Tukey, P > 0.05

Tabela 2 - Motilidade total, progressiva e local, funcionalidade da membrana plasmatica através
do teste hiposmotico, integridade da membrana plasmatica atraves de coloragdo com CFDA/PI e
analise computadorizada de sémen pos-descongelamento de pdneis da raca Brasileira

suplementados com &cido docosahexaendico (médias + desvio padréo).

Avaliacdes Controle PUFA
Motilidade Total (%) 50,35 £ 15,20 51,94 + 17,54
Motilidade Progressiva (%) 25,89 + 12,75 29,43 + 17,49
Motilidade Local (%) 24,02 + 8,64 22,52 + 9,59
Hiposmotico (%) 38,16+ 7,72 40,78+ 9,22
CFDA/PI (%) 53,57 £ 8,84 54,68 + 8,47
Amplitude do deslocamento lateral 0,8+0,23 0,82+ 0,22
de cabeca (ALH, pm)
Frequéncia de Batimentos (BCF, 10,82+ 3,76 11,75+ 5,53
Hz)
Velocidade de Trajeto (VAP, pm/s) 31,87+ 10,55 35,73+ 18,12
Velocidade Curvilinear (VCL pm/s) 66,80+ 21,73 69,52 + 25,83
Velocidade Progressiva (VSL, pm/s) 25,97+ 9,17 27,97+ 13,29

ANOVA, Teste de Tukey, P > 0.05
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A associagdo da suplementagdo de DHA e Vitamina E adicionada ao diluente ndo
potencializou a capacidade antioxidante do diluente durante o congelamento. Os valores dos
parametros avaliados pos-descongelamento do sémen que foi congelado com vitamina E
adicionado ao diluente estdo descritos na Tabela 3. A associagdo da suplementacédo de DHA e
Vitamina E adicionada ao diluente resultou em diminuicdo da motilidade total e progressiva

seminal comparada ao grupo néo suplementado (controle).

Tabela 3 - Motilidade total, progressiva e local, funcionalidade da membrana plasmatica através
do teste hiposmotico, integridade da membrana plasmatica atraves de coloracdo com CFDA/PI e
analise computadorizada de sémen de podneis da raga Brasileira suplementados com DHA pds-
descongelamento e com 1 mM de Vitamina E adicionada ao diluente de congelamento (médias +

desvio padréo).

Avaliacdes Controle PUFA + Vitamina E

Motilidade Total (%0)

50,07 + 15,43%

39,15 + 15,76°

Motilidade Progressiva (%) 27,21+ 14,08? 19,05 + 11,22°
Motilidade Local (%) 22,85+ 7,15 20,10 £ 7,77
Hiposmotico (%) 38,00 £ 8,00 35,95+ 7,55
CFDA/PI (%) 51,47 £ 9,36 52,39 + 10,64
Amplitude do deslocamento lateral 0,77 £0,29 0,67 £0,22
de cabeca (ALH, pm)
Frequéncia de Batimentos (BCF, Hz) 11,31 £4,72 12,04 £ 13,41
Velocidade de Trajeto (VAP, pm/s) 31,06 + 12,74 28,7 £ 16,49
Velocidade Curvilinear (VCL pm/s) 65,51 + 27,46 54,85 + 19,60
Velocidade Progressiva (VSL, pm/s) 25,98 + 11,09 21,42 + 8,35

a.b | etras diferentes indicam diferenca (P < 0.05) nas linhas.
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Discussao

O congelamento e o descongelamento induzem a morte celular e também danos sutis na
maioria das células da populagcdo sobrevivente, levando a uma vida Gtil reduzida no trato
reprodutivo feminino ou in vitro (ORTEGA-FERRUSOLA, et al., 2009). As diferencas na
congelabilidade entre garanhGes pode ser afetada pela composicdo da membrana plasmatica do
espermatozoide (PENA et al., 2011; MARCIAS-GARCIA et al., 2011). A criopreservacio causa
danos fisicos e quimicos letais ou moderados nas membranas dos espermatozoides (WATSON,
2000) e isso pode ser atribuido a alteragdes na transicdo de fase lipidica, aumento na peroxidagdo
lipidica induzida por espécies reativas de oxigénio e estresse mecanico devido as mudangas de
osmolaridade e temperatura (ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009). Para desenvolver esta
pesquisa formulou-se a hipdtese que a incorporacgéo de acidos graxos poli-insaturados e vitamina
E pela membrana do espermatozoide melhora sua viabilidade, ou seja, melhora a capacidade do
sémen para manter sua integridade e funcionalidade durante o processo de congelamento.

O volume total do ejaculado, excluida a fracdo gel, ndo foi afetado pela suplementacéo
com DHA no grupo de animais do nosso estudo. Achados semelhantes foram verificados em
garanhdes (BRINSKO et al., 2005), cabritos (DOLATPANAH et al., 2008), bufalos (ADEEL et
al., 2009), suinos (YESTE et al., 2011), touros (GHOLAMI et al., 2010) e carneiros (FAIR et al.,
2014). No entanto, Strzezek et al. (2000) observaram que a suplementacdo de acidos graxos
insaturados teve efeito positivo no volume de sémen em javalis.

Conduzidas as rotinas de coleta observou-se que as médias do pH do sémen entre 0s
poneis suplementados e ndo suplementados foi similar. Os achados de que ndo houve incremento
na motilidade espermatica total e progressiva apos a suplementacdo com PUFA émega 3 na dieta
é consistente com as pesquisas desenvolvidas em garanhdes (BRINSKO et al., 2005, HARRIS et
al., 2005), javalis (STRZEZEK et al., 2004, YESTE et al., 2011), frangos de corte (SURAI et al.,
2000) e perus (ZANIBONI et al., 2006). Nas referidas espécies ndo houve evidéncia de efeito
positivo da suplementacdo dietética de acidos graxos de cadeia longa na motilidade do sémen
fresco. No entanto, na pesquisa de Gholami et al. (2010) com touros, maior motilidade total e
progressiva foi detectada na avaliacdo por CASA. Sabe-se que a avaliacdo subjetiva realizada sob
microscopio por avaliadores pode ndo ser tdo precisa quanto a observacdo através de

computadores e ser passivel de erros. Portanto, as diferencas inferiores a 5% de precisdo que sao
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dificeis de serem observadas nas avaliagdes de motilidade a fresco ndo puderam ser bem
demonstradas no presente estudo.

As médias da concentracdo espermatica no presente estudo também foram similares
entre 0s poneis com ou sem a suplementacdo alimentar. A suplementacdo com antioxidantes
adicionados na dieta de garanhGes melhorou a qualidade do sémen (CONTRI et al., 2011),
entretanto alguns resultados inconsistentes também ja foram relatados (DEISCHSEL et al.,
2008). Por outro lado, a pesquisa com garanhdes suplementados com acidos graxos dmega 3 de
cadeia longa (HARRIS et al., 2005) apresentou relato diferente, pois as caracteristicas de
movimento dos espermatozoides frescos e dos espermatozoides resfriados e armazenados néo
resultaram em melhorias pelo tratamento.

A producéo de ROS e os consequentes danos nos espermatozoides aumentam durante o
processamento e conservagdo do sémen, levando a diminuicdo significativa da fertilidade (BALL,
2008; BANSAL e BILASPURI, 2011). Em nosso experimento, a motilidade espermatica pos-
descongelamento nédo foi influenciada pela suplementacdo com DHA o que também ocorreu em
suinos (PAULENZ et al., 1999; MALDJIAN et al., 2005; CASTELLANO et al., 2010) e em
garanhdes (GRADY et al., 2009), pois a qualidade do sémen ndo melhorou quando a dieta foi
suplementada com PUFA dmega 3. O estudo com garanhdes com baixa qualidade seminal apds
congelamento suplementados diariamente com acidos graxos dmega 3 e vitamina E via oral
também revelou similaridade na porcentagem de motilidade total ou progressiva apds o
descongelamento (GEE et al., 2010). Os dados de motilidade de espermatozoides pos-
descongelamento avaliados de forma subjetiva e por CASA ndo diferiram em touros
suplementados ou ndo (GHOLAMI et al., 2010). Estudos conduzidos na década passada com a
alimentacdo com 250 g de um nutracéutico comercial enriquecido com DHA por 14 semanas
melhorou a motilidade dos espermatozoides de garanhdes ap6s 48 h de criopreservacao
(BRINSKO et al., 2005; ELHORDOY et al., 2008) e ap6s 80 dias de suplementacdo com 29 g de
omega 3 no sémen apos descongelamento (HARRIS et al., 2005).

Na presente pesquisa, as avaliacbes da membrana plasmatica pelo teste hiposmdtico
revelou similaridade entre os grupos suplementados e ndo suplementados corroborando os
achados de Gholami et al. (2010) que n&o detectaram mudangas em espermatozoides de touros

suplementados com DHA pos-descongelamento. Este fato pressupde que a dose utilizada, a fonte,
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ou o periodo de suplementacdo conduzidos em nossa pesquisa ndo foram suficientes para
melhorar a integridade da membrana dos espermatozoides apds o congelamento.

A incorporacdo de PUFA na dieta demonstrou ter sido efetiva em vérias espécies. Brinsko
et al. (2007) sugeriram que a ingestdo de &cidos graxos dmega 3 pode alterar a proporcéo de
colesterol:fosfolipidios da membrana plasmaética do espermatozoide. A suplementacao de cavalos
com nutracéuticos ricos em DHA gerou aumento triplo no DHA do sémen apés 14 semanas de
tratamento (BRINSKO et al., 2005). A suplementacdo comercial oral com éleo de arroz por 80
dias contendo PUFA e gama-orizanol aumentou o potencial antioxidante total, maior
funcionalidade e motilidade da membrana do sémen de garanhdes (ARLAS et al., 2008). A
suplementagdo com um nutracéutico contendo acidos graxos resultou no aumento da producéo de
espermatozoides (HARRIS et al., 2005). As dietas suplementadas com dleo de peixe modificaram
o perfil de &cidos graxos do plasma sanguineo e dos espermatozoides, em particular aumentou a
proporcdo de DHA (CASTELLANO et al., 2010). A suplementacdo dietética de oleo de peixe
rica em 6mega 3 FA, EPA e DHA parece ter efeitos benéficos em cavalos, incluindo melhora na
qualidade do sémen (HUANG et al., 2010), porém em nossa pesquisa fazendo uso de um
suplemento a base de algas esses efeitos ndo foram identificados.

Garanh@es alimentados com um composto rico em &cidos graxos 6mega 3 tiveram
aumento na producdo de espermatozoides, caracteristicas de motilidade, morfologia e fertilidade
de alguns garanhGes (BRINSKO et al.,, 2005; HARRIS et al.,, 2005). Nos garanhdes, a
alimentacdo com DHA teve uma influéncia positiva sobre a motilidade do sémen armazenado e
congelado-descongelado (HARRIS et al.,, 2005; BRINSKO et al., 2005). Em coelhos, a
modificacdo nutricional da composicdo de lipidios espermatozoides pela suplementacdo com
linhaca aumentou a integridade da membrana e a viabilidade dos espermatozoides (MOURVAKI
et al., 2010).

A pesquisa avaliou a adicdo de 250 g e 30 g de DHA na dieta de garanhdes resultou em
efeito positivo na qualidade do sémen 48 h apo6s resfriamento e ap6s o descongelamento
(ELHORDOQY et al., 2008; BRINSKO et al., 2005). Em nosso experimento administrou-se a
quantidade de 70 g do suplemento para os pdneis 0 que corresponde a aproximadamente 8 g de
DHA/dia o que pode ndo ter sido suficiente para promover aumento na viabilidade do sémen ap6s

coleta e congelamento.
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No nosso estudo, a adicdo de 1 mM de vitamina E ao diluente de congelamento néo
melhorou a viabilidade dos espermatozoides ap6s descongelamento corroborando com Franco et
al., (2014) que com a adigdo de 2 mM de vitamina E ao diluente de congelamento ndo resultou
em melhorias na qualidade do sémen apds congelamento. Baumber et al., (2005) observaram que
a adi¢do de a-tocoferol e &cido ascorbico ao diluente de criopreservacdo ndao melhorou a
qualidade dos espermatozoides equinos apés o descongelamento, demonstrando nenhum efeito na
manutencdo da motilidade ou fertilidade durante o armazenamento. Além disso, em outro estudo
com garanhdes (BRINSKO et al., 2005), a alimentacdo de um &cido graxo omega-3 sob a forma
de um nutracéutico comercialmente disponivel que também continha um precursor de vitamina E
resultou em melhora significativa da motilidade do sémen quando o armazenamento se deu por
resfriamento a 5°C por 48 horas, bem como quando descongelado. Franco et al. (2013)
concluiram que a-tocoferol € um antioxidante eficaz para reduzir o estresse oxidativo provocado
pela criopreservacgdo, diminuindo a peroxidacéo lipidica em espermatozoides equinos.

Em 2005, Brinsko e colaboradores testaram o efeito da suplementacéo rica em DHA no
sémen fresco, resfriado e congelado e concluiram que garanhdes altamente férteis ou aqueles que
produzem espermatozoides que toleram o resfriamento ndo necessitam ser suplementados. Ja os
garanhdes de fertilidade marginal, bem como aqueles cujos espermatozoides tém baixa tolerancia
ao resfriamento e congelamento seriam cavalos com possibilidade de se beneficiar da
suplementacdo com DHA, pois a qualidade do sémen pode melhorar suficientemente e torna-los
comercialmente aceitaveis para resfriamento e congelamento. O estudo desenvolvido por
Gholami et al. (2010) que versa sobre a suplementacdo de DHA ou seus precursores a
alimentacdo melhorou a qualidade in vitro e a motilidade do sémen fresco em touros da raca
Holandesa, porém este efeito ndo foi tdo pronunciado apds o congelamento.

Em nossa pesquisa ao avaliarmos o efeito da suplementacdo oral de 70 g de farinha de
alga Schizochytrium sp rica em DHA por 60 dias sob a motilidade, teste hiposmotico, integridade
de membrana e avaliacdo computadorizada do sémen de pdneis da raca Brasileira resultou que a
quantidade utilizada bem como o periodo de tempo ndo foi suficiente para promover melhoria na
viabilidade seminal ap0s a coleta do sémen ou mesmo ap6s o descongelamento. Da mesma forma
que a inclusédo de 1 mM de vitamina E ao diluente de congelamento associada a suplementacao
de sémen em poéneis da raca Brasileira ndo foi eficiente para promover melhoria na viabilidade

seminal apds a coleta ou mesmo apds o descongelamento do sémen. Porém, o grupo de animais
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disponivel para a pesquisa apresentava boa qualidade seminal podendo ndo se beneficiar da
suplementacdo de DHA ou vitamina E. Experimentos adicionais podem ser realizados utilizando
a suplementacdo em pdneis com baixa qualidade espermética ou aumentando a dose da
suplementacdo. Outro fator que pode ter influenciado nos resultados foi a baixa palatabilidade do

suplemento.

Conclusao

A suplementacdo de 70 g de farinha de alga Schizochytrium sp rica em DHA e ou a
inclusdo de 1 mM de vitamina E ao diluente de congelamento de sémen em pdneis da raga
Brasileira ndo foi eficiente para promover melhoria na viabilidade seminal apos a coleta ou

mesmo apos o descongelamento.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com o intuito de identificar um tamp&o de pH para armazenamento e transporte de
sémen de pbneis da raca Brasileira que proporcione alta viabilidade espermatica, apds a
identificacdo da concentracdo dos tampdes na faixa de pH adequado testou-se o resfriamento a
5°C e a 15°C e evidenciando-se que tanto BES, MES ou TES podem ser utilizados no
armazenamento e transporte do sémen de poneis durante 48 h a 5°C ou 15°C.

Esperava-se que a suplementacdo com DHA promovesse a melhoria da qualidade
seminal dos po6neis suplementados tanto do sémen a fresco como ap6s o congelamento. A
suplementacdo de 70 g de farinha de alga Schizochytrium sp rica em DHA por 60 dias e ou a
inclusdo de 1 mM de vitamina E ao diluente de congelamento de sémen em poneis da raca
Brasileira ndo foi eficiente para promover melhoria na viabilidade seminal apds a coleta ou
mesmo apos o descongelamento. A conducdo de testes com maiores doses da suplementacéo e
animais com baixa qualidade seminal seria oportuna para corroborar a hipétese de melhoria da

qualidade seminal.
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