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RESUMO

Em equinos, o sémen refrigerado é o mais utilizado nas 1As. Portanto, varios estudos
vém sendo realizados a fim de se obter resultados cada vez melhores da preservagéo e
manutencdo da viabilidade das células espermaticas até 0 momento de sua deposi¢do no
trato reprodutivo da fémea. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito dos diluentes
(Botu-Sémen® e ACP-105®) e da adicdo dos antioxidantes glutationa peroxidase e
cisteina na viabilidade de espermatozoides equinos refrigerados. Foram utilizados
quatro reprodutores da raca Mangalarga Marchador, os quais foram submetidos a
colheitas de sémen com vagina artificial e uma fémea como manequim. Apos colheita,
as amostras de sémen de cada garanhdo foram avaliadas e diluidas em Botu-sémen® ou
ACP-105®. A seguir, a fracdo de cada diluidor foi fracionada para constituir 0s grupos
experimentais: G1 = Botu-Sémen® (sem antioxidante); G2 = ACP-105® (sem
antioxidante); G3 = Botu-Sémen® + 5U de Glutationa Peroxidase; G4 = ACP-105® +
5U de Glutationa Peroxidase; G5 = Botu-Sémen® + 5mM de Cisteina; G6 = ACP-105®
+ 5mM de Cisteina; G7= Botu-Sémen® + 5U de Glutationa Peroxidase + 5mM de
Cisteina e G8 = ACP-105® + 5U de Glutationa Peroxidase + 5mM de Cisteina. As
amostras de cada grupo experimental foram colocadas, em triplicata, em duas caixas de
refrigeracdo (14 °C) de sémen do tipo Botutainer®. As amostras de sémen foram
submetidas a avaliacdo quanto a motilidade total, vigor, integridade de membrana,
integridade de acrossoma e potencial da membrana mitocondrial, imediatamente apds a
chegada ao Laboratorio, constituindo o momento zero (To), assim como apds 12 (T1zn),
24 (T24n) € 36 horas (Taen) de refrigeracéo a 14 °C.

Palavras-chave: ACP-105®, Botu-Sémen®, refrigeracao, sémen, equino.
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ABSTRACT

In equine chilled semen is the most used in the IAs. Therefore, several studies have
been conducted in order to obtain better results in preserving and maintaining the
viability of sperm cells until the time of his deposition in the female reproductive tract.
The objective was to study the effect of diluents (Botu-Semen ® and ACP-105 ®) and
the addition of the antioxidants cysteine and glutathione peroxidase in the viability of
equine spermatozoa cooled. We used four players Mangalarga Marchador, which were
subjected to semen collection with an artificial vagina and as a female mannequin. After
harvest, samples of semen from each stallion were evaluated and diluted semen-Botu ®
or ACP-105 ®. Then, the fraction of each extender was fractionated to form the
experimental groups: G1 = Botu ®-Semen (no antioxidant), G2 = ACP-105 ® (without
antioxidant), G3 = Botu-Semen ® + 5U of Glutathione Peroxidase; G4 = ACP-105 ® +
5U of Glutathione Peroxidase; = G5-Botu Semen ® + 5mM cysteine G6 = ACP-105 ®
+ 5mM cysteine; G7 = Botu-Semen ® 5U of Glutathione Peroxidase + + and 5 mM
Cysteine G8 = ACP-105 ® + 5U of Glutathione Peroxidase + 5mM cysteine. Samples
from each experimental group were placed in triplicate in two boxes of cooling (14 ° C)
semen type Botutainer ®. Semen samples were assessed as total motility, vigor,
membrane integrity, acrosome integrity and mitochondrial membrane potential,
immediately after arrival at the laboratory, making the time zero (TO0) and after 12
(T12h), 24 (T24h) and 36 hours (T36h) cooled to 14 oC.

Keyword: Botu-Sémen®, ACP-105®, cooling, semen, equine.
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1 INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (1A) em eqiinos € uma técnica bastante desenvolvida e vem
sendo usada com grande frequéncia nesta espécie. Esta biotécnica também é muito
utilizada em outras espécies de producdo, como bovinos, caprinos, ovinos e animais de
companhia, como 0s caninos. As principais vantagens do seu uso sdo reducdo no custo
do transporte dos animais que se encontram em diferentes localidades, uso de um
ejaculado para mais de uma fémea e protecdo contra as doencas sexualmente
transmissiveis. Esta técnica € relativamente simples e implica na obtencdo prévia do
sémen, para posterior uso in natura, refrigerado ou congelado.

Em equinos, o sémen refrigerado é o mais utilizado nas 1As. Portanto, varios
estudos vém sendo realizados a fim de se obter resultados cada vez melhores quanto a
preservacdo e manutencdo da viabilidade das células esperméticas até o momento de sua
deposicdo no trato reprodutivo da fémea. Como a refrigeracdo trata-se de um processo
de criopreservacdo, faz-se necessario a adicdo do diluente ao sémen, cuja funcdo é
aumentar o volume do ejaculado e proteger as células espermaticas dos efeitos
deletérios da criopreservacdo (PENA, 2000).

As propriedades protetoras do diluente sdo atribuidas aos seus diferentes
componentes, a interacdo com as células espermaticas de uma determinada espécie e ao
individuo (CUNHA e LOPES, 2003). O diluente mais utilizado na espécie equina sao
aqueles a base de leite desnatado, com disponibilidade comercial de varios produtos.

Com o advento da busca por produtos que nao sejam de origem animal, a 4gua
de coco tem se mostrado uma boa alternativa, com acdo benéfica sobre a conservacédo
celular. Todavia, existem poucos estudos utilizando este diluente em amostras de sémen
na espécie equina. Na apresentacdo em pd, semelhante aos diluentes convencionais
disponiveis no mercado, a agua de coco (ACP-105) é obtida por um processo de alta
desidratacdo a vacuo, e proporciona as mesmas vantagens quanto ao transporte e
acondicionamento, assim como a praticidade dos diluentes comerciais de origem animal
(SOBREIRA NETO, 2008).

Os espermatozoides sdo células que vivem em ambiente com condicdes
aerdbicas, mas o metabolismo bioldgico oxidativo das moléculas € potencialmente
toxico devido a formacdo de espécies reativas do oxigénio, conhecidas como ROS
(BOUNHER et al., 2000). As ROS incluem um grande numero de moléculas
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quimicamente reativas oriundas do oxigénio, como o radical anion superoxido (O;), o
radical hidroxila (OH) e o perdxido de hidrogénio (H,0,) (MAIA, 2003). Além disso,
algumas ceélulas possuem a capacidade de gerar ROS, como parte de suas fungdes
normais (BOUNHER et al., 2000). No intuito de reduzir os danos causados aos
espermatozdides pela formacdo das ROS, varios estudos vém sendo realizados
avaliando o efeito da administracdo oral de antioxidantes ou da inclusdo dessas
substancias aos diluentes utilizados no sémen de varias espécies.

Desta forma, objetivou-se com este trabalho avaliar o ACP-105® como diluente
para sémen equino refrigerado, bem como a acdo da adicdo de 5U/ml de glutationa
peroxidase (GPx) e 5mM de cisteina (Cist.), isoladas e associadas ao diluente testado
tendo como controle um diluente convencional para equinos a base de leite (Botu-
Sémen®).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espermatozoides

Os espermatozoides sdo células reprodutivas masculinas, que se apresentam
revestidas por uma membrana plasmatica composta por uma dupla camada de lipidios,
proteinas e carboidratos (AMANN e GRAHAN, 1993). Como divisdo estrutural basica,
esta célula apresenta: cabeca, que no equino é de forma oval e achatada, onde se
encontra a cromatina altamente condensada que compreende um complexo DNA
(BARTH e OKO, 1989). Na regiéo exterior da cabega tem-se 0 acrossoma, estrutura de
parede dupla que se situa entre a membrana plasmatica e a porcéo anterior do ndcleo,
onde se encontram as enzimas hidroliticas envolvidas diretamente no processo de
fecundacdo (EDDY e O’BRIEN, 1994), pela interacdo entre 0s seus receptores e 0s da
zona pelucida do ovocito (AMANN e GRAHAN, 1993). O colo serve como ligacao da
cabeca com a peca intermediaria, local onde se encontram as mitocdndrias dispostas em
forma de hélice, que convertem a glicose em ATP e liberam energia para a célula
(AMANN e GRAHAM, 1993; ALBERTS, 2004). As fibras densas que se iniciam na
peca intermediaria continuam ao longo da célula e compdem a peca principal, a qual é
envolvida por uma bainha protéica, e a cauda que ¢é a ultima por¢do do espermatozoide
(MAKINNON e VOSS, 1993; SQUIRES et al., 1999).

2.2 Plasma Seminal

Segundo Kraus et al. (2005), o plasma seminal é fundamental para as funcGes
espermaticas desde a ejaculacdo até a fertilizacdo. Este fluido possui inGmeros
componentes para a sobrevivéncia e o funcionamento dos espermatozoéides, como as
proteinas do fluido seminal que sdo encontradas em grande quantidade e sdo
fisiologicamente importantes para as células espermaticas. A composi¢do, o tamanho e
a conformacdo dessas proteinas sdo especificos para cada especie (EDWARD et al.,
1981; JELINKOVA et al., 2003).

As principais funcbes do plasma seminal sdo nutri¢do, diluicdo, veiculo e defesa

dos espermatozdides (MILLER et al., 1990), onde estdo presente as substancias
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antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas que atuam combatendo as ROS, como
vitaminas A e C, urato, albumina, taurina e hipotaurina (BAUMBER et al., 2000;
ALMEIDA e BALL, 2005).

Além destas substancias, componentes organicos e inorganicos como
aminoacidos, ions, bicarbonato, frutose, sorbitol, inositol, antimicrobianos,
imunoglobulinas e uma variedade de substancias hormonais estdo presentes em vérias
quantidades no plasma seminal das diferentes espécies (GARNER e HAFEZ, 2004).
Essa diversidade ndo é encontrada apenas entre as espécies mamiferas, mas também
entre racas de uma mesma espécie, como observada em caprinos (PINHEIRO et al.,
1996).

A protecdo contra ROS e prevencdo contra danos celulares através das
substancias antioxidantes sdo fatores fundamentais para a eficiéncia reprodutiva, ja que
a baixa capacidade antioxidante total encontrada no sémen apresenta correlacdo direta
com os indices de infertilidade (GUERRA et al., 2004).

Todavia, alguns estudos demonstram diferencas na qualidade dos ejaculados em
relacdo ao fotoperiodo e a fatores alimentares (COLAS, 1980; NUNES, 1982; TULE e
HOLTZ, 1995; PINHEIRO et al., 1996).

Apesar dos beneficios promovidos pela composicdo quimica do sémen, estudos
comprovaram que, quando criopreservados, algumas proteinas podem atuar de forma
deletéria aos espermatozoides, como por exemplo, a horse seminal protein (HSP), que
corresponde a, aproximadamente, 20% da proteina total do ejaculado eqliino e atua
viabilizando o processo de fertilizacdo. Estas proteinas sdo prejudiciais a
criopreservacdo, por induzirem a saida de lipidios da membrana plasmaética
(BERGERON e MANJUNATH, 2006). Em virtude de alguns protocolos de
criopreservacao, especialmente os de congelacdo de sémen, utilizar a centrifugacdo do
ejaculado, bem como quantidades elevadas de diluentes e retirada total ou parcial do
plasma seminal, que é substituido pelo diluente podem ocorrer danos irreversiveis aos
componentes celulares. (BRINSKO et al., 2000).

2.3 Preservacdo do Sémen por Refrigeracéo
As primeiras constatacdes de que a diminuicdo da temperatura causa redugéo

reversivel da atividade metabOlica dos espermatozdides, permitindo seu

armazenamento, foram realizadas por Spallazani em 1776 (JOHNSTON, 2000). A
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refrigeracdo do sémen visando sua posterior utilizacdo na IA determina menos danos as
células espermaticas, quando comparados a congelacdo, resultando em taxas mais
elevadas de prenhez, principalmente nas espécies ovina, bovina, caprina e equina
(ENGLAND e PONZIO, 1996).

A refrigeracdo do sémen pode ser realizada de forma automatizada, que consiste
em um aparelho de refrigeragdo com taxas decrescente de temperatura rigorosamente
controlada, ou de forma convencional, que é mais difundida comercialmente na
reproducéo equina devido ao baixo custo (VALLE et al., 1999).

A técnica de refrigeracdo convencional utiliza uma caixa isotérmica que
proporciona a reducdo gradativa da temperatura. No entanto, essas taxas de reducéo de
temperatura sofrem interferéncias da temperatura ambiente, do volume da amostra e da
temperatura inicial da amostra (VALLE et al., 1999).

Existem varias opcdes comerciais de sistema convencional de refrigeracdo de
sémen. O mais conhecido é o Equitainer®, em duas versdes (Equitener® | e Equitener®
I1), desenvolvido por Douglas Hamilton e colaboradores na década de 80, cujo custo
elevado fez surgir no mercado modelos nacionais economicamente viaveis, que sdo
mais baratos. Dentre 0os modelos nacionais, ha os mais especializados de material mais
resistente, como o Botu-Box® e o Botutainer®, e modelos mais simples, como o Max-
Sémen Express®. Ressalta-se que os dois primeiros séo utilizados para armazenamento
méaximo de 24 horas, com temperatura final de 15 °C, enquanto o penultimo permite o
armazenamento com temperatura final de 5 °C, por no maximo de 48 horas
(SOBREIRA NETO, 2008).

Segundo Gunzel-Apel e Krause (1986), a fertilidade do sémen refrigerado é de,
no maximo, 72 horas. No entanto, Feldmen e Nelson (1996) afirmaram gue, se 0 sémen
for adequadamente diluido e refrigerado, os espermatozdides podem permanecer viaveis
por até cinco dias. Desta forma, o que determina a boa qualidade do sémen refrigerado
sdo a qualidade do sémen in natura, a qualidade do diluente, a forma de refrigeracdo e
até mesmo o individuo (SQUIRES et al., 1999).

2.4 Fatores que Afetam a Viabilidade do Sémen Equino Refrigerado
De acordo com Moran (1982), o processo de refrigeracdo do sémen da

temperatura corpdrea a temperatura ambiente (20 °C) aparentemente ndo causa danos

aos espermatozoides, desde que diluido em meio adequado. No entanto, no processo de
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refrigeracdo existe uma faixa critica de temperatura (de 19 a 8 °C), em que o0
espermatozéide pode ser severamente lesado. Isto se d& devido a membrana plasmética
apresentar-se como um mosaico fluido, onde os lipidios e as proteinas estdo em
constante movimento, garantindo sua funcionalidade a temperatura ambiente (JASKO,
1994). Assim, com a reducdo da temperatura, os lipidios passam para um estado de gel
e as cadeias de acidos graxos vdo se apresentar de forma rigida e paralela. Por
conseguinte, com a reducgéo da temperatura, a membrana sofre alteracdo de sua fungéo
devido a perda de mobilidade das proteinas (AMANN e GRAHAM, 1993).

Quando o processo de refrigeracdo é realizado de forma inadequada, 0s
espermatozoides ficam sujeitos ao choque térmico (WATSON, 2000), resultando em
enrolamento da cauda e, consequentemente, ocorréncia de movimentos em circulos,
reducdo do metabolismo, danos a membrana plasmatica e ao acrossoma (PICKETT e
AMANN, 1992).

Parks e Graham (1992), em estudos realizados com sémen eqiino, constataram
que a adicdo de colesterol aos espermatozoides aumentou a porcentagem de gametas
moveis e com membrana intacta. Este resultado foi atribuido ao fato de o colesterol
manter o estado fluido da membrana na temperatura de transi¢cdo. Moran et al. (1992)
recomendaram que o processo de refrigeracdo do sémen seja realizado em taxas
decrescentes de temperaturas, em torno de 0,3 °C por minuto, principalmente no
intervalo critico de 19 a 8 °C, para serem armazenados pelo periodo de 24 a 48 horas.

Outro fator que deve ser considerado, é que grande parte do sucesso do processo
de refrigeracdo do sémen depende de cada garanhdo (FRANCL et al., 1987; PICKETT,
1993).

2.5 Diluentes para Sémen Equino

Sabe-se que diluente para sémen € um preparado liquido, acrescido ao ejaculado,
visando aumentar o volume da amostra, assim como nutrir e proteger 0s
espermatozoides. Todavia, deve possuir osmolaridade compativel com a amostra,
proteger as células em caso de mudangas bruscas de temperatura, neutralizar 0s
produtos toxicos, ter condi¢Oes apropriadas de nutrientes, estabilizar o sistema
enzimatico e garantir a integridade da membrana plasmatica (MELO, 2005).

Para equinos, varios diluentes tém sido desenvolvidos com composi¢éo variada,

porém na grande maioria estas substancias sdo elaboradas a base de gema de ovo e,
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principalmente, leite desnatado. No entanto, a gema de ovo tem seu mecanismo de
protecdo espermatica ainda desconhecida. Entretanto, de acordo com Bergeron e
Manjunath (2006), a associac¢ao da lipoproteina da gema de ovo & membrana plasmatica
tem a funcdo de estabiliza-la pela a formacdo de uma pelicula protetora de fosfolipidios
na superficie, repondo os fosfolipidios e competindo com os peptideos deletérios
presentes no plasma.

Diluentes a base de leite apresentam a caseina, que € a proteina do leite, e 0s
carboidratos vao atuar na protecdo celular auxiliando no tamponamento fisiologico
(BATTELIER et al., 2001; BERGERON e MANJUNATH, 2006). Porém, deve-se levar
em consideracdo a grande complexidade da composicao do leite, sendo possivel uma
presenca bastante diversa de substancias benéficas e maléficas, como a o-lacto-
albumina, que é uma proteina soltvel encontrada no leite, prejudicial a sobrevivéncia
dos espermatozéides (SILVEIRA NETO, 2008).

Visando potencializar a atividade protetora dos diluentes por refrigeracdo, em
todos os produtos disponiveis no mercado, tem-se utilizado a adi¢do de antibi6ticos
(AMMAN e PICKETT, 1987).

Recentemente foi criado o diluente para refrigeracdo de sémen a base de agua de
coco. Segundo Blume e Marques Junior (1994), sua densidade e pH sdo compativeis
com o plasma sanguineo, além de ser composto de sais, proteinas, agucares, vitaminas e
gorduras neutras (NUNES e COMBARNOUS, 1995), proporcionando nutrientes
necessarios para manter a sobrevivéncia dos gametas masculinos. Varios estudos vém
sendo realizados com a utilizacdo da agua de coco como diluente, apresentando
resultados favoraveis em amostras de sémen de caprinos (SALGUEIRO et al., 2003),
ovinos (SALGUEIRO et al., 2004), suinos (TONIOLLI e MESQUITA, 1990), caninos
(UCHOA et al., 2002), peixes de agua doce (FARIAS et al., 1999) e humanos (NUNES
e COMBARNOUS, 1995). Em equinos, Sampaio (2002) observou a motilidade dos
espermatozdides refrigerados a 4 °C por 6 horas, constatando, em média, motilidade
total de 77,5 £ 7,5% e motilidade progressiva de 67,5 + 7,5%, evidenciando efeito
positivo para a utilizacdo da agua de coco em amostras de sémen desta espécie
(SILVEIRA NETO, 2008).
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2.6 Espécies Reativas de Oxigénio e Antioxidantes

O estresse oxidativo é um fator que esta associado ao declinio da capacidade
fecundante dos espermatozdides durante o armazenamento do sémen sob refrigeracao.
A formacdo de ROS é uma conseqiiéncia do metabolismo oxidativo e, segundo
Maxwell e Stojanov (1996).

Atualmente ja existe o consenso de que a criopreservacao induz a formacao de
ROS, uma das causas de reducdo da capacidade fertilizante dos espermatozoides
(WATSON, 2000). Em 1977, Jones e Mann descobriram que o processo de peroxidacao
lipidica induz alteracGes estruturais e irreversiveis aos espermatozoides, como perda de
motilidade, alteragbes no metabolismo e descontrole no trénsito de componentes intra e
extra-celulares através da membrana (VALENCA e GUERRA, 2007).

O plasma seminal e a célula espermatica possuem mecanismos de defesa
antioxidantes. O espermatozoide possui um sistema intracelular contra ROS,
principalmente composto por enzimas como superoxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa reduzida (GSH), assim como um sistema de
defesa ndo enzimatico, como o a-tocoferol e o acido ascorbico (AITKEN, 1995). Por
sua vez, o plasma seminal atua na protecdo das células espermaticas por acdo de varias
ROS enziméticas e ndo-enzimaticas (ZINI et al., 2000; Van OVERVELD et al., 2004).
Para Ferreira e Matsubara (1997), esses sistemas podem atuar como removedor do
agente oxidante, antes que ele ocasione lesdo celular, ou como agente reparador da lesdo
jaocorrida.

Segundo Aitken (1995), a capacidade biossintética do espermatozbide é
limitada, tornando dificil para este gameta substituir qualquer molécula que tenha sido
danificada. Além disso, a enzima antioxidante pode estar concentrada na peca
intermediéaria, deixando grande parte da membrana que cobre a cabeca e a cauda menos
protegida (MAIA, 2003). Por isso, o plasma seminal é importante na protecdo
espermatica contra os efeitos causados pelas ROS geradas pelos proprios
espermatozéides e pelos fagdcitos presentes no ejaculado (BAUMBER et al., 2002).

Uma vez que os ejaculados utilizados para congelagéo, refrigeracdo ou mesmo
in natura na inseminacdo, especialmente de éguas, sofrem adicdo de diluente, varios
estudos estdo sendo realizados visando enriquecer esses diluentes, adicionando

substancias antioxidantes na sua composi¢do (GUERRA et al., 2004).
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2.6.1 Glutationa peroxidase (GPx)

Dentre os sistemas fundamentais de defesa celular enzimatica, a glutationa
peroxidase (GPx) converte o peroxido de hidrogénio a H,O pela oxidacdo da glutationa
a glutationa dissulfito, a sua forma oxidada (MAIA, 2003).

A Glutationa é um tripeptideo (y — L — glutamil — L — cisteinil — glicina) que esta
presente no organismo nas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Ela atua de
forma direta e indireta em muitos processos bioldgicos importantes, como sintese de
proteina, metabolismo e protecdo celular (MEISTER e ANDERSON, 1983). Alguns
problemas na sintese e metabolismo da glutationa estdo associados a doencas, nas quais
as concentracOes de glutationa e de enzimas que atuam em seu metabolismo podem ser
bastante significativas no diagndstico de alguns tipos de céncer e outras doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (DENEKE et al., 1989; NAVARRO et al., 1999). As
ROS podem também estar envolvidas em processos patolégicos ou associadas a
exercicios fisicos prolongados, proteinas e ao acido desoxirribonucleico (DNA) das
membranas celulares (NAVARRO et al., 1999). Assim, um importante sistema de
defesa enzimatica contra 0 aumento das ROS envolve a enzima GPx que esta presente
em muitos tecidos de origem animal (MANNERVIK et al., 1985).

Segundo Rover Junior (2000), a GPx foi descrita inicialmente por Mills em
1957, que relatou que esta enzima ndo é encontrada em plantas superiores ou bactérias.
A atividade enzimatica da GPx é um dos meios de controle do organismo das
concentracfes de peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos lipidicos, provenientes da
aco de espécies radicalares (COHEN et al., 1963 citado por ROVER JUNIOR et al.,
2000; MEISTER et al., 1983). A acdo da GPx se da por catalisacdo da reducdo do H,O,
e outros perdxidos organicos para seus alcoois correspondentes, convertendo GSH em
GSSG (NORDBERGER e ARNER, 2001).

A GPx, assim como outros antioxidantes, vem sendo pesquisada e avaliada
guanto a sua acdo no sémen, principalmente em espécies animais de producdo. Esta
enzima apresenta um residuo de cisteina contendo selénio covalentemente ligado ao
restante da enzima (ROTRUCK et al., 1973 citado ROVER JUNIOR, 2000). Além
disso, a glutationa é o maior tiol ndo protéico, dentre os componentes das células dos
mamiferos, tendo varias fungbes como transporte de aminoacidos, sintese protéica e de
DNA, reducdo de cadeias de dissulfito e protecdo contra estresse oxidativo (VALENCA
e GUERRA, 2007).



23

Segundo Nordberg e Arnerg (2001), existem 4 tipos de GPx (GPx 1, GPx 2, GPx
3 e GPx 4). Dentre elas, a GPx 4 é a que estd mais associada a beneficios ao
espermatozdéide. Imai e Nakagawa (2003) afirmaram que a GPx 4 pode agir com o H,0,
e uma ampla variedade de hidroperoxidos de lipidios, sendo considerada responsavel
pela protecdo da membrana contra os danos oxidantes. Além disso, uma variante da
GPx 4 ¢ encontrada especificamente no nicleo do espermatozoide, onde participa da
condensacdo da cromatina espermatica (NORDBERG e ARNER, 2001). Esta enzima
tem, ainda, dupla funcdo na célula espermatica, sendo enzimaticamente ativa na
espermatide e insolavel, funcionando como uma proteina estrutural do espermatozoide
maduro (MAIA, 2003).

2.6.2 Cisteina

A cisteina é um aminoécido de baixo peso molecular que contém um grupo tiol
com acéo redutora (BILODEAU et al., 2001; MELO et al., 2006), e uma de suas formas
¢ usada como agente mucolitico. Essa substancia apresenta acdo antioxidante
(PASQUALOTTO et al., 2009) e tem sido relatado que a mesma pode contribuir na
prevencéo de alguns tipos de cancer (ESTERDEN, 1999).

Por participar da biossintese intracelular da GPx que, por sua vez atua na
protecdo contra o0 estresse oxidativo, a cisteina tem sido bastante utilizada em
experimentos com antioxidante para sémen de varias espécies animais. Ela tem
demonstrado capacidade de penetrar nas membranas celulares, atuando como agente
antioxidante direto e/ou por sua correlagdo com a GPx (MENEZES et al., 2009).
Segundo Michael et al. (2008), varios estudos foram realizados com adi¢do da cisteina
em diluentes de sémen com resultados controversos. Em equinos tém-se poucos estudos
sobre a utilizacdo da cisteina como antioxidante no diluente de sémen.

No entanto, Safarinejade (2008) constatou que a suplementacdo de um tipo de
cisteina, associada ao selénio, melhora a qualidade seminal em humanos, e defende a
sua utilizag@o no tratamento da infertilidade masculina. Uysal e Bucak (2007) testaram
diferentes concentracGes de cisteina adicionada ao sémen congelado de carneiros e
obtiveram resultados positivos na manutencdo das caracteristicas do sémen
descongelado. Funahashi e Sano (2005) relataram que um diluidor de sémen com 5mM
de cisteina melhora a viabilidade e a integridade da membrana das células espermaticas

em javalis.
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Segundo Meister e Tate (1976), sob condi¢es in vitro, a cisteina atua na
protecdo da célula espermaética por sua a¢do na formacdo da peroxidacdo lipidica da
membrana plasmatica dos espermatozoides. Gabitta et al. (2000) observaram que a
glutationa oxidada (GSSG) interage com o sitio ativo de proteinas livres e que sitios

com residuos de cisteina véo favorecer a agdo antioxidante, com resultados positivos.

2.7 Métodos de Avaliacdo do Sémen Equino com Sondas Fluorescentes

A avaliacdo dos espermatozoides por meio de microscépio vem evoluindo bastante.
A principio, esta analise se restringiu ao uso do microscopio ocular, limitada a
concentracdo, motilidade e vigor esperméaticos. Em seguida, surgiu o microscépio de
contraste de fase, tornando possivel avaliar o status do acrossoma em espécies que
apresentam esta estrutura grande, diferente dos eqiinos (TOLBOT e CHACON, 1981;
CROSS e MEZEL, 1989). Depois surgiu a microscopia eletronica, que, embora seja um
método bastante eficaz, possui um custo elevado e é de dificil utilizacdo na rotina da
maioria dos laboratérios (ZEGINADOU et al., 2000). Atualmente pode-se utilizar tanto
com a microscopia de fluorescéncia quanto com os métodos mais modernos de
avaliacdo por sistema computadorizado, como CASA (Computer Assisted Semen
Analyses).

Com o advento da microscopia de fluorescéncia, tornou-se possivel a realizagdo
de novos exames com 0 uso de sondas adequadas, resultando em maior precisdo e
nitidez de detalhes. As principais sondas utilizadas possibilitam a avaliacdo da
integridade da membrana, do acrossoma e das mitocdndrias. Denomina-se fluorescéncia
a propriedade de certas substancias que, ao serem excitadas por uma luz de
comprimento de onda curta, emitem luz de um comprimento de onda maior. Emprega-
se, para tanto, luz ultravioleta de comprimento de onda inferior a 350 nm, de forma a se
obter radiacdes emitidas na gama de 400 a 700 nm. Isto é, dentro do espectro da luz

visivel (Disponivel em: www.dbio.uevora.pt/jaraujo/biocel/mftecnicas.htm).

Segundo Neild (2005), a grande vantagem do uso das sondas fluorescentes é o
maior contraste, associada a menor variabilidade e maior especificidade, em
comparagdo aos métodos classicos de coloragdo. Sua a¢do se d& por uma interacdo com

a célula espermatica, apresentando coloragcdo que vai indicar a existéncia de lesdo na


http://www.dbio.uevora.pt/jaraujo/biocel/mftecnicas.htm
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estrutura analisada. A imagem observada é o resultado da radiacdo eletromagnética
emitida pelas moléculas que absorvem a excitagdo priméria e re-emitem uma luz com
maior comprimento de onda. Para deixar passar somente a emissdo secundaria desejada,
devem-se utilizar filtros apropriados (JAMESON, 2009).

2.7.1 Diacetato de carboxifluoresceina (DCF) e iodeto de propidio (IP)

A integridade da membrana do espermatozdide é um bom indicador de
viabilidade da célula (MAGISTRINI et al., 1997). Sondas fluorescente como as DCF e
IP podem ser usadas para avaliacdo da integridade de membrana em microscopio de
fluorescéncia (SMITH e MURRAY, 1997).

O DCF é um composto hidrofébico, capaz de penetrar na membrana celular sem
interferir fisiologicamente em seu interior, hidrolisado por acdo enzimatica de interacéo
e convertido em composto hidrofilico, com incapacidade de passar pela membrana
espermatica. Assim, este composto se acumula no interior da célula, onde, quando
expostos a luz azul, se excita e emite a coloracdo verde, caracteristica de membrana
integra (GARNER e JONHSON, 1995).

O IP é um corante que sO penetra através de membranas lesionadas. Este
composto se liga ao DNA da célula, corando-o em vermelho. Portanto, células onde se
observa a coloracdo vermelha sdo caracteristicas de membrana danificada (HARRISON
e VICKER, 1990).

2.7.2 Carboxianina fluorescente (JC-1)

A mitocondria tem sido objeto de estudo mais intenso nas duas Gltimas décadas.
Esta organela é essencial para manutencdo da fisiologia espermatica e responsavel pela
producdo da maior parte da energia a partir da geracdo de ATP, possibilitando o
movimento celular (CAMARA e GUERRA, 2008). Segundo Copeland (2002), a
mitocdndria é responsavel por aproximadamente 90% da producdo de energia celular.

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial com JC-1 tem sido utilizada
em varios tipos de células, dentre elas os espermatozoides de bovinos. Em 1999,
Gravance et al. utilizaram esta sonda no sémen equino e relataram que ela pode ser
utilizada na avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial com sucesso nesta

espécie.
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O JC-1 tem sido associado diferencialmente a célula com potencial de
membrana mitocondrial alto ou baixo (COSSARIZA et al., 1993). Esta sonda possui
baixa toxicidade, boa solubilidade e caracteristicas fluorescentes apropriadas para a
deteccdo por sistemas de filtros, comumente usados em microscopia de epifluorescéncia
(SMILE et al., 1991). Este corante possui a capacidade de formar multimeros,
conhecidos como J-agregados, apds seu acumulo no interior das mitocéndrias com
elevado potencial de membrana (GRAVANCE et al., 1999). Além disso, o JC-1 pode
formar mondmeros nas mitocondrias com baixo potencial de membrana, permitindo,
assim, a diferenciacdo de células com potencial de membrana mitocondrial alto e baixo
(GRAVANCE et al., 1999). A excitacdo do JC-1 se da com emissdo do monémero na
faixa verde (530nm) e emissdo de Il-agregados na laranja mitocondrial com
comprimento de onda alto (590nm) (KULKAMI, 1998).

Sendo assim, em mitocdndrias funcionais e que apresentam potencial de
membrana mitocondrial altamente negativo (-180mv), o JC-1 penetra e se acumula no

interior desta organela, emitindo coloracdo vermelha (REERS, 1991).

2.7.3 Isoticianato de fluoresceina (FITC) e Aglutinina de Arachis hypogea (PNA)

O acrossoma dos espermatozoides possui em sua estrutura uma consideravel
quantidade de carboidratos nos quais as lectinas se ligam (JONES et al., 1988 apud
OLIVEIRA, 2007). O Isoticianato de fluoresceina (FITC) é uma sonda fluorescente que
conjugada ao Arachis hypogea (PNA), vem sendo utilizada com sucesso para avaliar o
acrossoma de varias espécies animais (OLIVEIRA, 2007). O PNA € oriundo do
amendoim, se liga a galactose, presente na membrana acrossdmica externa, nao se
ligando a plasmatica (ZEGINIADOU et al., 2000). Casey et al. (1993) utilizaram a
associacao de FITC-PNA em espermatozdides de garanhdes e obtiveram sucesso em
suas avaliacOes de acrossoma.

A associacdo de FITC-PNA ¢é utilizada em preparaces que realizam a prévia
permeabilizacdo da membrana plasmaética através do uso de substancias como metanol
ou etanol. Assim, a sonda tem acesso a toda superficie da membrana acrossomica e
pode apresentar fluorescéncia em todas as celulas ndo reagidas, visto que nédo existe a
barreira da membrana plasmatica. Diversos padrdes de fluorescéncia representam a
fusdo parcial da membrana plasmatica com a membrana acrossdmica externa,

caracteristica de células que estdo sofrendo reagdo acrossémica (OLIVEIRA, 2007). A
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colororagdo com FITC-PNA também pode ser utilizada sem a permeabilidade da
membrana plasmaética, tornando fluorescente a regido acrossémica das células que estdo
sofrendo reacdo. Uma vez que esta sonda conjugada ndo é penetrante a membrana
plasmatica, ela somente sera capaz de se ligar & membrana acrossémica externa nas
células em que houve a formacdo de poros na membrana plasmatica (KISK, 2001;
RAITHI et al., 2001)
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4.1 Efeito da adicéo de glutationa peroxidase e cisteina aos diluidores Botu-

sémen® e ACP-105® na viabilidade de espermatozoides refrigerados de equinos

Effect of cysteine and glutathione peroxidase addition to Botu-Semen® and ACP-105®

extenders on the viability of equine chilled spermatozoa

Victor Netto Maia, Felipe Costa Almeida, Sildivane Valcécia Silva, Gustavo Ferrer

Carneiro, Pierre Castro Soares, Maria Madalena Pessoa Guerra

Resumo

Objetivou-se estudar o efeito da adicdo dos antioxidantes glutationa peroxidase e
cisteina aos diluidores Botu-sémen® e ACP-105® na viabilidade de espermatozdides
refrigerados de equinos. Foram utilizados quatro reprodutores da raca Mangalarga
Marchador, submetidos a colheitas de sémen com vagina artificial e fémea como
manequim. As amostras de sémen foram avaliadas e diluidas em Botu-sémen® ou
ACP-105®, de acordo com 0s grupos experimentais: G1 = Botu-Sémen®; G2 = ACP-
105®; G3 = Botu-Sémen® + 5U de Glutationa Peroxidase; G4 = ACP-105® + 5U de
Glutationa Peroxidase; G5 = Botu-Sémen® + 5 mM de Cisteina; G6 = ACP-105® + 5
mM de Cisteina; G7= Botu-Sémen® + 5 U de Glutationa Peroxidase + 5 mM de
Cisteina e G8 = ACP-105® + 5 U de Glutationa Peroxidase + 5 mM de Cisteina. As
amostras de cada grupo experimental foram colocadas, em triplicata, em duas caixas de
refrigeracdo (14 °C; Botu-box®) e submetidas a avaliacdo quanto a motilidade total,
vigor, integridade de membrana e de acrossoma, e potencial da membrana mitocondrial,
apos zero (To) 12 (Ti2n), 24 (To4n) € 36 horas (Tsen) de refrigeracdo. A analise da MT
evidenciou no Tizn, que as amostras do grupo Botu-sémen® e Botu-sémen® + GPx +
cisteina apresentaram maior (P<0,05) MT do que a de ACP-105® + cisteina. Enquanto
no Tan, as amostras diluidas em Botu-sémen® + GPx + cisteina apresentaram maior
(P<0,05) motilidade total do que as diluidas em ACP-105® e ACP-105® + cisteina. O
vigor espermatico, no Tizn, foi maior (P<0,05) nas amostras de Botu-sémen® + GPx +
cisteina do que nas de ACP-105® e ACP-105® + cisteina. No T4, de ACP-105® +
GPx e Botu-sémen® + GPx + cisteina foram maiores (P<0,05) do que as de ACP-105®
e ACP-105® + cisteina. A integridade de membrana mitocondrial nao diferiu (P>0,05)
entre grupos, em todos os tempos de avaliacdo, enquanto a integridade de acrossoma, no
Toan, foi maior (P<0,05) nas amostras de ACP-105® + cisteina do que nas de Botu-
sémen®. O potencial de membrana mitocondrial n&o diferiu (P>0,05) entre grupos ap6s
12, 24 e 36 h de incubacdo. Com base nos resultados, conclui-se que 0 ACP-105® néo
se mostrou um bom diluente para a preservacdo de sémen equino refrigerado e que o
uso da GPx e da cisteina pode contribuir com a preservacéo destas células espermaticas.
Palavras-chave: Botu-Sémen®, ACP-105®, refrigeracdo, sémen, equino.
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Abstract

The objective was to study the effect of adding the antioxidant glutathione peroxidase
and cysteine-to semen extenders Botu ® and ACP-105 ® in sperm viability of equine
chilled. We used four players Mangalarga Marchador crops undergo semen artificial
vagina and female as the dummy. Semen samples were evaluated and diluted semen-
Botu ® or ACP-105 ®, according to the experimental groups: G1 = Botu-Semen ® G2
= ACP-105 ®, G3 = Botu-5U Semen ® Glutathione Peroxidase , G4 = 5U ACP-105 ®
Glutathione peroxidase; = G5-Botu Semen ® 5 mM cysteine and G6 = ACP-105 ® 5
mM cysteine; G7 = Botu-Semen ® 5 U of glutathione peroxidase and 5 mM cysteine
G8 = ACP-105 ® 5 U of glutathione peroxidase 5 mM cysteine. Samples of each
experimental group were placed in triplicate in two boxes cooled (14 ° C; Botu-box ®)
and subjected to total assessment for motility, vigor, membrane integrity and acrosome
and mitochondrial membrane potential, after zero (T0), 12 (T12h), 24 (T24h) and 36
hours (T36h) cooling. The analysis of MT in T12h showed that the samples of group-
Botu ® semen and semen-Botu ® GPx cysteine had higher (P <0.05) than the MT of
ACP-105 ® cysteine. While in T24h, the diluted semen in Botu ® GPx-cysteine had
higher (P <0.05) total motility than those diluted in ACP-105 and ACP-105 ® ®
cysteine. The spermatic in T12h was higher (P <0.05) in semen samples Botu ® GPx-
cysteine than in the ACP and ACP-105 ® ® cysteine-105. In T24h of ACP-105 ® GPx
and GPx ® Botu semen-cysteine were higher (P <0.05) than those of ACP and ACP-
105 ® ® cysteine-105. The integrity of mitochondrial membrane did not differ (P>
0.05) between groups at all times of evaluation, while the integrity of acrosome, in T24h
was higher (P <0.05) in samples of ACP-105 ® cysteine than in the semen-Botu ®. The
mitochondrial membrane potential did not differ (P> 0.05) between groups after 12, 24
and 36 h of incubation. Based on the results, we conclude that ACP-105 ® was not a
good solvent for the preservation of equine semen cooled and that the use of GPx and
cysteine may contribute to the preservation of these sperm cells.

Keyword: Botu-Sémen®, ACP-105®, cooling, semen, equine.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo da inseminacdo artificial (IA) na equinocultura é bastante difundida,
em virtude desta biotécnica possibilitar a utilizacdo de reprodutores que se encontram
distante das éguas, tornar viavel o uso de sémen importado, aproveitar o ejaculado para
mais de uma égua e proteger contra doencas sexualmente transmissiveis, além de ser
uma técnica de custo relativamente baixo.

A refrigeracdo do sémen é um processo de criopreservacdo que visa
proporcionar maior longevidade as células espermaticas. Em equinos, a grande maioria
das IAs sdo realizadas com sémen refrigerado e armazenado durante 12 a 36 horas.
Segundo Ball et al. (2000), a refrigeragdo é uma técnica importante na reproducédo
equina por possibilitar a manutencdo da motilidade e da fertilidade do espermatozéide

durante um prazo de até 72 horas. No entanto, para que estas células permanecam
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viaveis, € fundamental o uso de diluidor que realize interacdo de seus diferentes
componentes com as células espermaticas (CUNHA e LOPES, 2003), visando
prolongar a viabilidade do material genético masculino (SOBREIRA NETO, 2008).

Mesmo sob condi¢bes de armazenamento hipotérmico e adi¢do de diluente, a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é uma conseqiiéncia normal do
metabolismo oxidativo (BALL et al., 2000) e demonstra estar envolvido no dano
sofrido pelos espermatozdides (MAXWELL et al., 1996). A propagacdo da peroxidacao
lipidica na membrana das células espermaticas e a formacéo de perdxido de hidrogénio
(H2.0,) tém apresentado correlagdo com a queda de motilidade, funcdo mitocondrial,
integridade de membrana e acrossoma dos gametas equinos (BAUMBER, 2000; BALL
e BAUMBER, 2001).

Em virtude da formacdo de ROS e seus prejuizos a fertilidade do sémen
armazenado, varios estudos tém sido realizados, avaliando-se a adicdo de substancias
antioxidantes aos diluentes de criopreservacdo do sémen (GUERRA et al., 2004),
visando reduzir a peroxidacdo lipidica das membranas e, desta forma, preservar a
viabilidade das células espermaticas por mais tempo. Por conseguinte, este trabalho teve
como objetivo estudar o efeito da adicdo dos antioxidantes glutationa peroxidase e
cisteina aos diluentes Botu-Sémen® e ACP-105® na viabilidade de espermatozoides
refrigerados de equinos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do Experimento

A colheita, fracionamento, diluicdo e acondicionamento do sémen para
refrigeracdo foram realizados no Haras Vida Boa, localizado na cidade de Vitoria de
Santo Antdo-PE (8° 7'35" S, 35° 18'27" W), durante os meses de abril a junho de
2010. Apobs processamento, as amostras foram levadas ao Laboratério de Andrologia
(ANDROLAB) da Area de Reproducio do Departamento de Medicina Veterinéria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde foram realizadas as etapas de

avaliagéo e refrigeragéo.
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2.2 Animais

Foram utilizados quatro garanhdes da raca Mangalarga Marchador, com idade
variando entre 4 e 8 anos, clinicamente sadios, submetidos a0 mesmo manejo
nutricional e sanitario. Os animais receberam 6 kg de racdo balanceada por dia,
contendo milho e aveia, sendo trés porgdes de 2 kg, assim como capim de corte
(Pennisetum purpureum), &gua e sal mineral ad libitum.

Antes das colheitas, os animais foram submetidos a exames clinicos e
androldgicos, onde foram classificados aptos a reproducdo, conforme os padrdes

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal — CBRA (1998).
2.3 Colheita e Avaliacdo do Sémen

Cada reprodutor foi submetido a trés colheitas de sémen, a intervalos de 24
horas, totalizando 12 colheitas de sémen. Para a colheita de sémen utilizou-se vagina
artificial (modelo colorado), aquecida a 42 °C, e lubrificante intimo K-Y gel®. Como
manequim, foi utilizada uma égua em estro.

ApoGs colheita, procedeu-se a filtragem das amostras de sémen com filtros de
nylon especifico (nacional, Reproshop®), visando remover o gel e as particulas grandes
de debris celulares. A seguir, as amostras de sémen, sem a fracdo gelatinosa, foram
avaliadas macroscopicamente (coloracdo, aspecto e volume), colocadas em tubo estéril
e procedida a avaliagdo microscopica, que correspondeu as analises de motilidade total
e vigor espermatico, realizadas em microscopio 6ptico (Olympus, Germany; 100x),
colocando-se uma gota (10 pL) da amostra de sémen entre lamina e laminula
previamente aquecidas a 37 °C, segundo o Manual para exame androldgico e avaliacdo
de sémen animal do CBRA (Manual ..., 1998).

2.4 Diluicao e Refrigeracdo do Sémen

Apos analise, duas aliquotas (5 mL) de cada ejaculado foram submetidas a
diluicdo (10 mL) utilizando Botu-sémen® (Biotech Botucatu, Botucatu-SP, Brasil) ou
ACP-105® (ACP Biotecnologia, Fortaleza - CE, Brasil). A seguir, a amostra de cada

solucdo (diluente + sémen) foi dividida para formar 0s grupos experimentais, de acordo
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com a adicdo de substancia antioxidante: G1 = Botu-sémen; G2 = ACP-105®; G3 =
Botu-sémen + 5 U de Glutationa Peroxidase (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA);
G4 = ACP-105® + 5 U de Glutationa Peroxidase; G5 = Botu-sémen + 5 mM de
Cisteina (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA); G6 = ACP-105® + 5 mM de Cisteina;
G5= Botu-sémen + 5 U de Glutationa Peroxidase + 5 mM de Cisteina e G8 = ACP-
105® + 5 U de Glutationa Peroxidase + 5 mM de Cisteina. As amostras de cada grupo
experimental foram colocadas em tubos de microcentrifuga (1 mL), em triplicata,
etiquetados, e acondicionadas em duas caixas de refrigeracdo (14 °C) de sémen (Botu-
box®; (Biotech Botucatu, Botucatu-SP, Brasil), as quais foram protegidas contra o sol.
Para maior controle da temperatura de refrigeracdo, foi colocado em cada caixa um

termOmetro digital, com visor externo.

2.5 Avaliacdo da Viabilidade Espermatica

As amostras de sémen foram submetidas a avaliacdo quanto a motilidade total,
vigor, integridade de membrana e de acrossoma e potencial da membrana mitocondrial,
imediatamente apds a chegada ao laboratorio, constituindo o0 momento zero (Topn), assim
como ap6s 12 (Tion), 24 (Tan) de refrigeracdo a 14 °C e 36 horas (Tzen) com
temperatura de, aproximadamente, 18 °C.

2.5.1 Motilidade e vigor espermatico

A motilidade total (MT) e o vigor espermatico foram estimados ap6s colocacao
de uma aliquota (10 pL) de sémen entre lamina e laminula previamente aquecidas
(37 °C), observada ao microscopio optico (Olympus, Germany; 100x), com aprovacao
das amostras que apresentaram valores minimos de 70% (0-100%) e 3,0 (0-5),
respectivamente, de acordo com o Manual de exame androldgico do CBRA (1998).

2.5.2 Integridade da membrana plasmatica

Utilizou-se o método de coloracdo dupla com Diacetato de Carboxifluoresceina
(DCF) e lodeto de Propidio (IP), modificado por Coleto et al. (2002). Aliquotas (50 pL)
de sémen foram diluidas em 150 pL de Tris (3,605 g de Tris; 2,024 g de acido citrico;
1,488 g de frutose, 100 mL de agua ultrapura; pH 6,8), contendo 5 uL de DCF (0,46
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mg/mL em DMSO) e 20 uL de IP (0,5 mg/mL em PBS), incubadas por 10 minutos a 37
°C e fixadas com PBS contendo 0,5 % de glutaraldeido. Um total de 200
espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss,
Gaottingen, Alemanha), com aumento de 400x, usando filtro de emissdo DBP 580-630
nm e excitacdo DBP 485/20 nm, e classificados com membrana intacta (IM), quando se
apresentavam corados em verde, e com membrana danificada, quando corados em

vermelho.

2.5.3 Integridade do acrossoma

Os espermatozoides foram corados com a associacdo do lodeto de Propideo e
Isotiocianato de Fluoresceina conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, USA). Aliquotas (5 pL) de sémen foram preparadas para
esfregaco e secas ao ar. Uma aliquota de 100 pL da solucdo estoque de FITC-PNA (1
mg/mL) foi descongelada e adicionada a 900 uL de PBS para obter a concentragéo final
de 100 pg/mL. Aliquotas (10-20 pL) desta solucdo foram colocadas sobre laminas,
juntamente com 20 pL de IP (0,5 mg/mL em PBS), as quais foram incubadas por 15
minutos em camara Umida a 37 °C, na auséncia de luz. Apos incubacdo, as laminas
foram enxaguadas duas vezes em PBS e colocadas para secagem na auséncia de luz.
Imediatamente antes da avaliacdo, 5 uL de meio de montagem (4,5 mL de glicerol, 0,5
mL de PBS e 5 mg de p-phenylenediamine) foi colocado sobre a lamina e coberto com
laminula.

Foram avaliados 200 espermatozoides por lamina, com aumento de 1000x sob
6leo de imersdo em microscopia de epifluorescéncia, usando filtro de emissdo LP 515
nm e BP 450-490 nm para excitacdo. Os gametas foram classificados como portadores
de acrossomas intactos (IAc), quando apresentavam a regido acrossomal corada com
fluorescéncia verde, ou acrossomas reagidos, quando apresentavam faixa verde
fluorescente na regido equatorial da cabeca espermatica ou ndo apresentavam

fluorescéncia verde em toda cabeca da celula.

2.5.4 Potencial de membrana mitocondrial

Para uso do fluorocromo catibnico lipofilico JC-1 (GUTHRIE e WELCH, 2006),

duas solugdes foram previamente preparadas, sendo uma com Botu-sémen® e outra
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com ACP-105®, acrescida de 5uL de JC-1 (0,15 mM em DMSO), incubadas por 10
minutos (38 °C) e fixadas com PBS contendo 0,5% de glutaraldeido. Um total de 200
espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha), com aumento de 1000x sob 6leo de imersdo, usando filtro de
emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitacdo. As celulas coradas em laranja na
peca intermediaria foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial
(aPMM), enquanto aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo potencial

de membrana.
2.6 Analise Estatistica

Para realizacdo das analises estatisticas, os dados foram submetidos a analise de
variancia (Teste F) que separou como causa de variacdo o efeito de grupos (G1, G2, G3,
G4, G5, G6, G7 e G8) e tempos de analise do sémen (Oh, 12h, 24h e 36h de
refrigeracdo). Nos casos em que se constatou significAncia no teste F as medias dos
tratamentos foram comparadas pelo Teste de Duncan. Para avaliacdo de cada grupo em
funcdo do tempo, utilizou-se ANOVA e o teste de Tukey. Os dados foram analisados no
programa computacional Statistical Analysis System (SAS 2000), utilizando-se o
procedimento GLM (General Linear Model) do SAS. Para todas as anélises estatisticas
realizadas foi adotado o nivel de significancia (p) de 5%. O modelo utilizado foi o
seguinte: Y;= G + T + GT + Ej;, onde: Yj; = valor observado; G = efeito dos grupos; T =
efeito dos tempos; GT = Interagdo entre grupo X tempos; Ejj = erro. Realizou-se,
também, analise de correlacdo de Pearson para pares de varidveis do sémen, segundo
Little e Hills (1978).

3 RESULTADOS

Os ejaculados apresentaram volume médio de 40,4 mL, cor branco opalescente,
aspecto leitoso a aquoso, motilidade média de 72,92% e vigor médio de 3,5.

Apos refrigeracdo, considerando o tempo de incubacdo, observou-se no Tizn que
as amostras diluidas em Botu-sémen® e Botu-sémen® + GPx + cisteina apresentaram
maior (P<0,05) MT (Tabela 1) do que as diluidas em ACP-105® + cisteina. Apds
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24horas de incubagdo (Tasn), as amostras diluidas em Botu-sémen® + GPx + cisteina
apresentaram maior (P<0,05) MT do que as diluidas em ACP-105® e ACP-105® +
cistefna. No Tagh, as amostras diluidas em Botu-sémen® Botu-sémen® + GPx e Botu-
sémen® + GPS e cisteina apresentaram maior (P<0,05) MT do que as diluidas em ACP-
105®, Botu-sémen® + cistefna, ACP-105® + cisteina e ACP-105® + GPx + cisteina.
Avaliando a acdo de cada diluente, constatou-se que as amostras com ACP-105®, Botu-
sémen® + GPx, Botu-sémen® + cisteina, ACP-105® + cisteina e ACP-105® + GPx +
cisteina apresentaram reducdo (P<0,05) da MT, em relacdo as amostras de sémen
diluidas e avaliadas antes da refrigeracéo (Ton). Enquanto as amostras diluidas em Botu-
sémen® apresentaram reducdo (P<0,05) da MT no T4, em comparagdo ao Topn, € as
amostras ACP-105® + GPx e Botu-sémen® + GPx + cisteina somente evidenciaram
reducédo (P<0,05) da MT no Tsg, em comparagdo ao Top.

Ao se avaliar a analise do vigor espermatico (Tabela 2), em cada tempo de
incubacéo, observou-se que no Tz as amostras de sémen diluidas em Botu-sémen® .
GPx + cisteina apresentaram maior (P<0,05) valor do que as com ACP-105® e ACP-
105® + cisteina. No Toup, as amostras diluidas em ACP-105® + GPx e Botu-sémen® +
GPx + cisteina apresentaram maiores (P<0,05) valores do que as diluidas em ACP-
105® e ACP-105® + cisteina. No Tsen, as amostras diluidas em Botu-sémen® + GPx +
cisteina apresentaram maior (P<0,05) vigor do que as diluidas em ACP-105®, Botu-
sémen® + cisteina e ACP-105® + cisteina. Avaliando a acdo de cada diluente,
evidenciou que as amostras diluidas em ACP-105® ACP-105® + GPx e ACP-105® +
cisteina apresentaram menores (P<0,05) valores no Tin do que antes da refrigeracdo
(Ton). Em contrapartida, as amostras diluidas em Botu-sémen® + cisteina e Botu-sémen®
+ GPx + cisteina apresentaram menores valores (P<0,05) apds 24 horas de incubacao
(Taan), em relacdo ao Top e as amostras diluidas em Botu-sémen®, Botu-sémen® + GPx e
Botu-sémen® + GPx + cisteina somente apresentaram reduco (P<0,05) do vigor ap6s
36 horas de incubacao (Tseh).

A analise de integridade de membrana (Tabela 3) evidenciou, em cada tempo de
incubacdo (Ton, T12n, T2an € Tsen), que ndo houve reducdo (P<0,05) do porcentual de
gametas com esta estrutura intacta. Considerando cada grupo experimental, constatou-
se que apenas a diluicho com ACP-105® + GPx + cisteina reduziu (P>0,05) o
porcentual de gametas com esta estrutura intacta durante 36 horas de incubacéo.

A anélise de integridade de acrossoma (Tabela 4), considerarndo cada tempo

de incubacdo, constatou que no T,4, as amostras diluidas em ACP-105®+ cisteina



43

apresentaram maior (P<0,05) porcentual de gametas com acrossomas intactos do que as
diluidas em Botu-sémen®, e que no Tagh, as amostras diluidas em ACP-105® + cisteina
e ACP-105® + GPx + cisteina apresentaram maiores porcentuais (P<0,05) de
acrossomas integros do que as diluidas com Botu-sémen® Botu-sémen® + GPx, ACP-
105® + GPx e Botu-sémen® + GPx + cistefna. Considerando cada diluente, observou-se
que as amostras diluidas em Botu-sémen® e Botu-sémen® + GPx + cisteina
apresentaram reducdo (P<0,05) dos porcentuais de gametas com acrossomas integros no
Toan, €m relacdo ao Ton. Em contrapartida, as amostras diluidas em ACP-105®, Botu-
sémen® + GPx, ACP-105@+ GPx e Botu-sémen® + GPx + cisteina apresentaram
menores porcentuais (P<0,05) no Tsgn, €m relacdo ao Top.

O potencial de membrana mitocondrial (Tabela 5), considerando cada tempo de
avaliacdo, evidenciou diferenca entre os diluidores apenas no Tg,, cOm maiores
porcentuais (P<0,05) para as amostras diluidas em Botu-sémen® em comparagdo as
diluidas em Botu-sémen® + GPx + cisteina e ACP-105® + GPx + cisteina. Enquanto as
analises de cada diluente evidenciou que as amostras diluidas em Botu-sémen® + GPx e
Botu-sémen® + GPx + cisteina apresentaram menores (P<0,05) porcentuais de gametas
com aPMM no T2, em relacdo ao To,. Em contrapartida, as amostras diluidas em Botu-
sémen® ACP-105®, Botu-sémen® + cisteina e ACP-105® + cisteina apresentaram
menores (P<0,05) porcentuais no T4, em relagdo ao Top, enquanto as amostras diluidas
em ACP-105® + GPx e ACP-105® + GPx + cisteina somente apresentaram reducao
(P<0,05) destes porcentuais no Tzgn, em relacdo ao Top.

Na avaliacdo dos dados da cor relacdo de Pearson (Tabela 6) constatou-se alta
correlagdo (p<0,05) da motilidade total com vigor e alto potencial de membrana
mitocondrial, assim como do vigor com o alto potencial de membrana mitocondrial.
Observou-se moderada correlacdo da motilidade total com a integridade de membrana;
do vigor com a integridade de membrana; do alto potencial de membrana mitocondrial
com a integridade de membrana e a integridade de acrossoma. Observou-se, ainda, que
motilidade total e integridade de acrossoma, vigor e integridade de acrossoma e
integridade de membrana e integridade de acrossoma apresentaram baixa correlagdo
entre si.

Na avaliacdo dos grupos testados em relagdo aos tempos de refrigeracédo
considerados, observou-se uma regressdo dos valores de todos 0s parametros no

decorrer do tempo (Figura 1). No entanto, os parametros de motilidade total e vigor
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espermatico, integridade de membrana e integridade de acrossoma no Tiz, € N0 Togp,

néo apresentaram diferenca significativa (P>0,05) entre eles.

4 DISCUSSAO

A utilizacdo de ACP-105, como diluente de sémen equino, quando comparada
ao do Equimix®, diluente comercial & base de leite como o botu-sémen®, foi avaliada
como viavel, de acordo com Raphael (2007), que obteve resultados semelhantes na
avaliacdo do sémen fresco, adicionado deste diluente. Fato que, curiosamente difere dos
obtidos neste estudo. No entanto, no decorrer dos momentos de avaliagdo Sobreira Neto
(2008) também observou maior conservacdo da motilidade das células utilizando
diluente a base de leite, em relacdo ao ACP, obtendo resultados inviaveis para utilizacdo
na IA, de acordo com os padroes estabelecidos pelo CBRA (1998), que preconiza
valores minimos de 25% de motilidade progressiva, o que também foi observado por
Maia et al. (2010), ao compararem o uso de meio a base de leite com aquele a base de
agua de coco, e ndo obtiveram resultados satisfatorio em relacdo ao uso da dgua de coco
como diluente para sémen equino.

A média dos resultados obtidos na avaliagdo do sémen fresco (Ty), nédo
surpreendeu no que diz respeito aos parametros de integridade da membrana plasmatica,
potencial de membrana mitocondrial e integridade de acrossoma, considerando que
neste momento a célula ainda ndo sofreu estresse oxidativo que, segundo Saleh e
Agarwal (2002) e Ball (2008), tem inicio a medida que estes gametas sdo expostos a
baixas temperaturas; além de ser indispensavel algum tempo para que 0s
espermatozéides produzam ROS e determinem estresse oxidativo.

O fato das amostras diluidas em botu-sémen®, de maneira geral, ndo terem
proporcionado maior preseva preservacdo da MT diferem daqueles encontrados por
Goulart (2004), que testou sémen diluido com extensores a base de leite desnatado em
12, 24 e 48 horas de refrigeracao e ndo observou diferenca significativa entre os tempos.
Este resultado pode ser explicado pelo fator individual do garanhdo e por caracteristica
de boa refrigeracdo, que varia ndo s6 de acordo com o individuo, mas também com a
raca e o periodo do ano (CARNEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2008).

Bilodeau et al. (2001) avaliaram o efeito da adicdo de glutationa e cisteina na
preservacdo do sémen bovino e concluiram que estes antioxidantes, quando utilizados

em concentragdo acima de 0,5 mM, mantém a motilidade alta por seis horas em diluente
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a base de Tris-gema, o que estd de acordo com os achados observados neste estudo que
observou bons resultados na manutencdo da motilidade e do vigor dos espermatozéides
até o Tyon quando estas substancias foram utilizadas no botu-sémen®, e diferem dos
encontrados por Foote et al. (2002), que adicionaram glutationa e outros antioxidantes
ao diluente de sémen bovino a base de leite. Estes pesquisadores afirmaram que esses
antioxidantes ndo exerceram nenhum efeito benéfico na motilidade e na qualidade geral
do sémen, tendo atribuido este fato a presenga da caseina, antioxidante natural
encontrado em abundancia no leite. Sinha et al. (1996) obtiveram aumento no
percentual de motilidade espermatica apds a adicdo de 5 mM de glutationa ao sémen
caprino no periodo pos-descongelacdo, em diluente a base de leite. No entanto,
Atessahim et al. (2008), trabalhando com a mesma espécie, e Cajueiro et al. (2009),
com a espécie ovina, ndo observaram aumento significativo da qualidade espermatica
po6s-descongelacdo, quando comparada ao grupo controle.

Sarlos et al. (2002) observaram que a adicdo de antioxidantes no sémen de
carneiros, dentre eles a GPx, prolonga o periodo de conservacdo do sémem, melhora a
motilidade e reduz o grau de danos celulares. Os mesmos resultados favoraveis ao uso
da GPx foram obtidos por Maxwell e Stojanov (1996) em sémen ovino diluido em
TRIS. No que diz respeito aos parametros de integridade da membrana plasmatica e
potencial da membrana mitocondrial, neste trabalho, ndo houve diferenca do Botu-
sémen® comparado ao ACP, em todo tempo de avaliagdo. A dinamica dos resultados se
manteve, o que difere dos resultados obtidos pelos autores supracitados. Este fato pode
ser explicado pelas caracteristicas da espécie utilizada, bem como pelo fato de que os
equinos, de um modo geral, ndo sdo selecionados por fertilidade, mas por desempenho
individual, além de questbes particulares como preferéncia por linhagens e
caracteristicas fenotipicas.

No que diz respeito a cisteina, pode-se observar que na concentracdo utilizada,
mantém parametros semelhantes quanto ao grupo controle do ACP o que estéa de acordo
com Severo (2009) que utilizou a cisteina no sémen suino refrigerado para inseminacgéo
artificial, e com Menezes et al. (2009) que estatisticamente também ndo observaram
melhora no uso da cisteina, em relacdo ao grupo controle na conservacdo do sémen
ovino. Porém pode-se notar, numericamente, que a adi¢do da cisteina no meio a base de
leite (Botu-sémen®), apresentou acdo positiva & manutencdo do vigor esperméatico em

relacio ao grupo controle de botu-sémen (G1). Esta acdo pbde ser obtida,
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provavelmente, por sua acdo antioxidante, que atuam protegendo as células dos danos
provocados pelos ROS e evitando lesdes celulares.

Silva et al. (2008), ao avaliarem outros antioxidantes adicionados ao sémen de
garanhdes férteis e subférteis, ndo observaram eficacia relevante na adi¢do de piruvato
de sddio e trolox na protecdo as mitocbndrias durante o processo de
congelacdo/descongelacdo. Estes resultados corroboram com o0s obtidos no presente
estudo, onde ndo se constatou resposta positiva na adigdo dos antioxidantes ao diluente
convencional para sémen equino, nem ao diluente a base de dgua de coco (ACP) em
relacdo aos grupos controle. Silva et al. (2009) obtiveram resultado positivo na
preservacdo da motilidade total e progressiva das celulas esperméticas submetidas a
incubacgdo a 37°C por 120 minutos em diluente para sémen equino acrescido de 120
uM/mL de trolox, apds a descongelacdo. Este resultado, provavelmente pbde ser
observado pela maior exposicdo a injuria oxidativas sofridas pelo processo de
congelacdo de sémen que o processo de refrigeragdo, bem como pela agéo diferenciada
que cada antioxidante vai apresentar no meio diluente e sua interagdo coma a célula
espermatica.

Os melhores resultados obtidos neste estudo na avaliacdo da motilidade e vigor
das células esperméticas de sémen refrigerado de garanhfes e da integridade de
membrana foram obtidos nos grupos onde se utilizou a associacdo da GPx e da Cisteina
isso se deve, provavelmente, a correlacdo que a cisteina apresenta com a glutationa
peroxidase como afirma Menezes et al (2009) que diz que a cisteina participa da
biosintese da GPX, que, por sua vez atua na protecao contra o estresse oxidativo.

Um fato bastante curioso obtido neste trabalho foi o de que todos 0s grupos com
ACP-105® apresentaram resultados superiores aos grupos onde se utilizou o Botu-
Sémen®, no que se refere aos valores de integridade do acrossoma. Uma possibilidade
para tal fato pode estar relacionada com a técnica, onde o corante se ligaria as lectinas
do leite, que estdo disponiveis em grande quantidade nos diluentes a base de leite, ndo
se ligando prioritariamente, ao acrossoma por uma questdo de disponibilidade. Outra
hipbtese é o fato de a 4gua de coco, segundo Barbier-Brygoo (1995), apresentar em sua
composi¢do o &cido 3-indol-acético (IAA), horménio que atua no crescimento de
vegetais, ligando-se a proteinas sollveis, 0 que poderia acarretar uma provavel alteracdo

do corante utilizado na técnica, j& que 0 mesmo é de origem vegetal.
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5 CONCLUSOES

O uso da agua do ACP-105® ndo se mostrou uma alternativa eficiente como
diluente para sémen equino, nem a fresco nem refrigerado, quando comparado ao Botu-
sémen®;

O uso de 5 U de glutationa peroxidase e 5 mM de cisteina apresenta beneficio,
quando utilizados em associacao, no que se refere & manutencdo da motilidade, vigor e
integridade da membrana espermaética quando utilizados com Botu-sémen®;

O uso de diluentes a base de leite desnatado ainda é a melhor alternativa para
sémen equino. Contudo, estudos mais aprofundados do uso da 4gua do ACP-105® e de
diferentes concentracdes e tipos de antioxidantes para sémen desta espécie sdo de

extrema necessidade.
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Tabela 1 — Média geral + desvio padrdo da motilidade total (%) de espermatozoides

eqlinos diluidos em Botu-Sémen® ou ACP-105®, suplementados com
GPx (5 U) e ou Cisteina (5 mm), ap6s incubacdo a 14 °C (Ton, T1on€ Toan) €
18 °C (T36n)

Grupos Tempo de incubacéo

Experimentais Ton Ton Tosn Tsen
Botu-Sémen® 65,00+13,48,,  48,75+1539,,  35,00£21,21ag,  18,33+15,574
ACP-105® 47,50£15,745,  17,08+14,05xg, 7,089,405, 3,33%5,775che
Botu-Sémen® + GPx 64,58+15,29,, 42,08+26,41p8pcs  33,75£20,90a5ccs  22,08+16,164q
ACP-105® + GPx 54,58+17,12,  36,00£22,71p8,  36,25%22,58a8,  17,50%15,304gs
Botu-Sémen® + Cist 56,25+16,67s,  18,33+1354pppc  14,17+14,59a8ch:  3,33%4,925chg
ACP-105® + Cist 44,17+17,034, 8,33%6,51g, 4,58+4,98." 0,83+1,95¢;,
Botu-Sémen®+ GPx + Cist 57,08+18,64,,  49,58+18,40p,;  39,58+20,505:,  21,67+15,28,
ACP-105®+ GPx + Cist 48,75+15,095,  23,75+10,258p  13,33%12,12a8c,  3,75%6,085chg

Cist = cisteina; Letras minusculas distintas na mesma linha indicam P<0,05; letras maiusculas distintas na
mesma coluna indicam P<0,05.
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Tabela 2 — Média geral + desvio padrdo do vigor (0-5) de espermatozoides eqliinos diluidos
em Botu-Sémen® ou ACP-105®, suplementados com GPx (5 U) e ou Cisteina
(5 mM), ap6s incubacdo a 14 °C (Ton, Tion€ Toan) € 18 °C (Tsen)

Grupos Tempo de incubacéo

Experimentais Ton T1on Tosn Tasn
Botu-Sémen® 3,33+0,49,%  3,17+0,39a8" 2,67+0,98a5c" 1,92+1,00p8cD°
ACP-105® 3,25+0,75,%  2,17+0,83g°  1,4241,00gc°  0,58+0,90cp°
Botu-Sémen® + GPx 3,50+0,67,%  3,00+1,13x5" 3,00+1,13x5° 2,17+1,11pgc"
ACP-105® + GPx 3,50+0,67,%  3,33+0,65x5"  3,42+0,675°  2,42+1,16p5
Botu-Sémen® + Cist 3,50+0,90%  2,4240,905* 2,08+1,16a5c™ 0,92+1,16pc0"
ACP-105® + Cist 3,42+0,794%  2,25+0,87g° 1,58+1,51gc"  0,33+0,89p

Botu-Sémen®+ GPx + Cist  3,67%0,78,% 3,5840,51,% 3,50+0,52,% 2,83+0,94,"
ACP-105@+ GPx + Cist 3,58+0,67a%  2,92+0,7948% 2,25+1,14a5c™ 1,25+1,54pac0°
Cist = cisteina; Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam P<0,05; letras mailsculas distintas na
mesma coluna indicam P<0,05.
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Tabela 3 — Meédia geral + desvio padrdo da integridade de membrana (%) em
espermatozoides equinos diluidos em Botu-Sémen® ou ACP-105®,
suplementados com GPx (5 U) e ou Cisteina (5 mm), ap6s incubacdo a 14 °C
(Ton, T12n€ Toan) € 18 °C (T3gn)

Grupos Tempo de incubacéo

Experimentais Ton T12n Toan Tash
Botu-Sémen® 61,17+14,90% 61,2949,65,% 60,0849,39,% 49,13+12,94 A%
ACP-105® 64,83+10,04 A 55,83+18,515% 51,79420,645% 46,54+24,26 A%
Botu-Sémen® + GPx 69,25+14,94 A% 62,38+14,81 A% 57,79+15,66 A% 60,21+13,22 A%
ACP-105® + GPx 59,08+11,53 A 63,08+17,84 A% 62,75+14,47 5% 55,50+19,34 5*
Botu-Sémen® + Cist 67,54+15,90 A% 56,00+16,66 o® 44,67+23,20 A% 47,88+27,27 A%
ACP-105® + Cist 65,58+12,10 A 57,25+24,20 % 48,42+25,23 5% 51,08+27,88 A*

Botu-Sémen®+ GPx + Cist 66,67+13,86 A" 66,17+16,68 A" 59,50+7,61,* 70,42+20,25 A*
ACP-105@+ GPx + Cist  63,75+10,44," 56,88+19,15," 37,50+19,70," 57,25+24,69%

Cist = cisteina; Letras minusculas distintas na mesma linha indicam P<0,05; letras maiusculas distintas na
mesma coluna indicam P<0,05.
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Tabela 4 — Média geral + desvio padrdo da integridade de acrossomas (%) de
espermatozoides equinos diluidos em Botu-Sémen® ou ACP-105®,
suplementados com GPx (5 U) e ou Cisteina (5 mm), ap6s incubacdo a 14 °C
(Ton, T1on€ Toan) € 18 °C (T3en)

Grupos Tempo de incubagéo

Experimentais Ton T1on Toan L
Botu-Sémen® 33,00+19,43,% 20,79+16,23,% 13,83+5,865°  4,50+3,755™
ACP-105® 38,96+15,80,% 28,38+10,05,%° 31,67+14,61a5™ 16,75+8,0445™
Botu-Sémen® + GPx 29,58+14,30,% 22,33+12,57,%° 17,63+17,88,5™ 7,7545,835"
ACP-105® + GPx 30,96+19,12,2 25,83+17,38a% 15,67+14,0005" 12,6748,545"
Botu-Sémen® + Cist 34,83+15,87,% 30,88+14,07,% 30,17+14,16 pg® 17,33+8,21x8"
ACP-105® + Cist 39,83+20,98," 38,83+15,83x% 37,75+1591,% 29,08+16,12 A*

Botu-Sémen®+ GPx + Cist 36,83+17,41,% 23,58+12,57,% 16,42+15545° 8,00+7,795%
ACP-105@+ GPx + Cist ~ 40,33+14,38,% 39,29+20,03x% 33,25+16,83 ag® 29,58+15,694°

Cist = cistefna; Letras minusculas distintas na mesma linha indicam P<0,05; letras maiusculas distintas na
mesma coluna indicam P<0,05.
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Tabela 5 — Média geral + desvio padrdo do potencial de membrana mitocondrial (%) de
espermatozoides eqiinos diluidos em Botu-Sémen® ou ACP-105®,
suplementados com GPx (5 U) e ou Cisteina (5 mm), apds incubacdo a 14 °C
(Ton, T12n€ Toan) € 18 °C (Tsgn)

Grupos Tempo de incubacao

Experimentais Ton T1ion Tosn Taen
Botu-Sémen® 79,25+11,51,% 64,71+10,65,®° 45,08+26,19,° 49,92+20,66,°
ACP-105® 76,29+11,87a5% 55,79420,89,%  4550+22,74," 41,29+28,96,°
Botu-Sémen® + GPx 73,568+11,98,5% 65,50+15,34,°  57,75+22,14,° 44,38+26,36,"
ACP-105® + GPx 69,46+19,87a5% 71,4247,14,¢  58,63+19,97,% 40,13+22,05,"
Botu-Sémen® + Cist 70,46+13,18,5% 63,08+15,23,%° 48,25+23,24,"0 31,4625 71,%
ACP-105® + Cist 71,96+13,85,5% 53,33+16,41,°° 47,13+18,98,°° 38,42+19,59,°

Botu-Sémen®+ GPx + Cist 65,46+10,485% 62,92+8,68,°%  56,79+23,68,%° 44,83+23,50,™
ACP-105®+ GPx + Cist ~ 63,88+13,745% 59,67+14,02,% 45,96+19,07x 35,46+20,59,°

Cist = cistefna; Letras minusculas distintas na mesma linha indicam P<0,05; letras maiusculas distintas na
mesma coluna indicam P<0,05.
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Tabela 6 — Coeficiente de correlagdo de Pearson entre variaveis do sémen de equinos,
antes e apos a refrigeracdo, com e sem adicao de substancias antioxidantes

Vigor aPMM IM IAC

r=0,83022 r=0,70658 r=0,39448 r =0,15830

Motilidade p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 0,0743
r=0,70357 r=0,39356 r=0,16194

Vigor p<0,0001 p>0,0001 0,0678
r=0,47289 r =0,34340

aPMM p<0,0001 p<0,0001

r=0,13976

IM 0,1156

aPMM= alto potencial de membrana mitocondrial; IM = integridade de membrana; IAc= integridade de
acrossoma.
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Figura 1- RepresentacGes graficas da analise de regressdo, em funcdo dos tempos de
incubacédo, dos pardmetros de motilidade, vigor, integridade de membrana
(IM) e de acrossoma (IAC), e alto potencial de membrana mitocondrial
(APMM) de espermatozoides eqlinos, antes e ap6s a refrigeracao,
adicionados ou ndo com diferentes antioxidantes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados avaliados e obtidos neste estudo, fica clara a necessidade
de se realizar mais estudos em relacdo a acdo do ACP-105® como diluente para sémen
eqliino, bem como é fundamental que mais estudos sejam realizados em relagdo ao uso
de antioxidantes, isolados e associados, nos diluentes para sémen, pois obtivemos claros
sinais que estes podem ser uma boa alternativa no que se refere a melhoria da qualidade
e da viabilidade de sémen equino refrigerado. Outro ponto fundamental é a relativa
limitacdo de tempo de transporte do sémen equino j& que o sistema de refrigeracéo
utilizado ndo mantém a temperatura constante por mais de 24 horas o que, em algumas
localidades, pode ser um fator limitante ja que a demanda por sémen equino nesta

condicdo é uma crescente.
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