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RESUMO

Diluidores de sémen convencionais — a base de leite ou gema de ovo — apresentam
problemas por serem produtos biolégicos que consistem em uma variedade de substancias, ndo
sendo possivel conhecer a sua exata composicdo, além da sua capacidade contaminante e da
disseminacédo de microrganismos patogenos. Diluidores contendo apenas componentes quimicos,
conhecidos em concentracdo, com efeitos protetores dos espermatozoides seriam, portanto, uma
vantagem. Com isso, objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de caseina ao diluidor de
refrigeracdo de sémen caprino e a producdo de novo diluidor, tendo como principal agente
crioprotetor, ndo-penetrante, a caseina. Para coleta de sémen foram utilizados trés bodes,
sexualmente maduros, e as colheitas de sémen foram realizadas pelo método de vagina artificial,
e uma fémea como manequim. O sémen foi diluido (200x10° espermatozoide/mL), de acordo
com os experimentos. Exp. | - diluidor a base de leite desnatado (LD), adicionado ou ndo de
diferentes concentracdes de caseina (0.25¢g/L e 0.5¢/L); Exp. Il - diluidor a base de leite
desnatado ou diluidor quimicamente definido (QD) a base de caseina (0.5¢/L). Imediatamente
apos a diluicdo, as amostras foram armazenadas em geladeira (5 °C) e analisadas apds
estabilizacdo (Oh) e ap0s 24, 48 e 72 horas de armazenamento, quanto a cinética espermatica
(CASA) e integridade de membrana plasmatica e acrossomal (citometria de fluxo). No Exp. I,
observou-se que a adi¢do de caseina ndo teve efeito sobre os pardmetros cinéticos, mas, apos
24h, o diluidor suplementado com caseina na concentracdo de 0.25g/L apresentou maior
percentual de gametas com integridade de membrana plasmatica e acrossomal (p=0.013), quando
comparado ao diluidor sem adicdo de caseina. No Exp. Il — Os parametros cinéticos analisados
pelo CASA ndo apresentaram diferenca significativa, com excecdo da LIN (linearidade), onde,
no tempo de 72h, o leite teve melhor desempenho do que o QD (p=0.016). Na integridade de
membrana plasmatica e acrossomal observou-se efeito fixo de tratamento (p=0.008), onde o
diluidor de leite determinou maior percentual de gametas com integridade na membrana
plasmaética e acrossomal do que o QD. Também houve interacdo tratamento x tempo, no tempo
48h (p=0.007) e no tempo 72h (p=0.018), com diluidor & base de leite desnatado apresentando
melhor desempenho. Conclui-se que a adicdo de caseina a 0.25g/L, como suplementacdo ao
diluente a base de leite desnatado, preserva a integridade da membrana plasmatica e acrossomal
de espermatozoides caprinos, submetidos a 24 horas de refrigeracdo. Além disso, em virtude do
diluidor quimicamente definido preservar a cinética de espermatozoides caprinos, apos 48 horas
de refrigeracdo, e a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, até 24 horas de
refrigeracdo, é possivel sugerir a realizacdo de mais estudos visando ampliar os beneficios da
utilizacdo deste diluidor, em substituicdo ao diluidor convencional a base de leite desnatado para
refrigeracdo de sémen caprino.

Palavras-chave: Criopreservacao, crioprotetor, leite desnatado, diluidor, caseina.



ABSTRACT

Conventional semen extenders - based on milk or egg yolk - present problems because they are
biological products that consist of a variety of substances, and it is not possible to know their
exact composition, in addition to their contaminating capacity and the spread of pathogenic
microorganisms. Extenders containing only chemical components, known in concentration, with
protective effects of sperm would therefore be an advantage. Thus, the objective was to evaluate
the effects of adding casein to the goat semen cooling extender and the production of a new
extender with casein as the main non-penetrating cryoprotective agent. To collect semen, three
goats were used, sexually mature, semen collections were performed by the artificial vagina
method, with the help of a female as a mannequin. The semen was diluted (200x108 sperm / mL)
according to the experiments. Exp. | — extender based on skim milk (LD), supplemented or not
with different concentrations of casein (0.25g / L and 0.5g / L); Exp. Il — extender based on skim
milk or chemically defined extender (QD) based on casein (0.5g / L). Immediately after dilution,
the samples were stored in a refrigerator (5 ° C) and analyzed after stabilization (Oh) and after
24, 48 and 72 hours of storage, for sperm kinetics (CASA) and plasma and acrosomal membrane
integrity (cytometry flow). In Exp. I, it was observed that the addition of casein had no effect on
the Kinetic parameters, but after 24h the extender supplemented with casein at a concentration of
0.25¢g/L showed greater integrity of the plasma and acrosomal membrane (p=0.013), when
compared to the extender without the addition of casein. In Exp. Il, the Kinetic parameters
analyzed by CASA showed no significant difference, except for LIN (linearity), where in 72h the
skim milk extender performed better than the QD (p=0.016). In the integrity of the plasma and
acrosomal membrane, a fixed treatment effect was observed (p=0.008), where the skim milk
extender determined greater integrity in the plasma and acrosomal membrane than the QD. There
was also an interaction between treatment and time, at time 48h p=0.007 and time 72h p = 0.018,
with a extender based on skim milk showing better performance. It is concluded that the addition
of 0.25g/L casein, as a supplement to the skim milk extender, preserves the integrity of the
plasma and acrosomal membrane of goat sperm, submitted to 24 hours of refrigeration. In
addition, due to the chemically defined diluter preserving the goat sperm Kinetics, after 48 hours
of refrigeration, and the integrity of the plasma and acrosomal membrane, up to 24 hours of
refrigeration, it is possible to suggest further studies aimed at expanding the benefits of use of
this extender, replacing the conventional extender based on skimmed milk for cooling goat
semen.

Keywords: Cryopreservation, cryoprotectant, skim milk, extender, casein.



1 INTRODUCAO

Com os avancos na biotecnologia do sémen, houve a necessidade de preservacao
e transporte de amostras seminais. A refrigeracdo ¢ uma alternativa para periodos de
curto tempo, por ser menos prejudicial aos espermatozoides. Porém, ainda causa
injurias e lesdes irreversiveis nestes gametas, decorrentes do choque térmico
(WATSON, 2000; AISEN et al., 2005; CSEH et al., 2012).

Consequentemente, a busca por melhoria dessa biotécnica se justifica com a
finalidade de conservar um elevado nimero de espermatozoides vivos, assim como
manter a capacidade fertilizante dos mesmos (STORNELLI et al., 2005; VASQUEZ et
al., 2013; ALLAI et al., 2018). Para minimizar o efeito da criopreservacao, utiliza-se
diluidores de sémen — 0s quais possuem componentes que protegem 0S
espermatozoides. Comumente sdo utilizados diluidores de compostos de origem animal,
como gema de ovo e leite desnatado. Sabe-se que esses produtos bioldgicos consistem
em uma variedade de substancias, ndo sendo possivel conhecer a sua exata composicao,
além da sua capacidade contaminante e a disseminacdo de microrganismos pat6genos
(GIL et al., 2003; AURICH, 2008; ACHARYA et al., 2020).

Com isso, motivou-se a busca por um diluidor que trouxesse 0S mesmos
beneficios protetores aos espermatozoides, porém tivesse definicdo da composicao
quimica para melhor reprodutibilidade e evitar contaminac@es patdgenas. A formulacéo
de um diluidor para refrigeracdo deve conter carboidratos, como fonte de energia;
tampdo para manutencdo do pH e da osmolaridade em ndmeros apropriados;
antibidticos, para inibir o crescimento microbiano; e crioprotetores ndo penetrantes, que,
além de terem funcdo nutritiva, protegem as células contra o choque frio, a medida que
sdo refrigeradas até 5 °C (HAFEZ e HAFEZ, 2004; MURPHY et al., 2017).

Em busca de bons crioprotetores, investigou-se a capacidade crioprotetora dos
diluidores convencionais. Para gema de ovo, entendeu-se que as lipoproteinas de baixa
densidade atuam como principal crioprotetor (MANJUNATH et al., 2002a e 2002b).
Quanto ao leite, as micelas de caseina, sdo consideradas por alguns autores
(BERGERON et al., 2006; LUSIGNAN et al., 2011) como o composto responsavel pelo
efeito protetor. 1sso porque esses dois componentes parecem interagir com uma familia

de proteinas de ligacdo lipidica (proteinas BSP). As proteinas BSP presentes no plasma
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seminal sdo prejudiciais & preservacdo do espermatozoide, uma vez que essas proteinas
induzem a remocdo de colesterol e fosfolipidios da membrana espermatica
(MANJUNATH et al., 2002a e 2002b; BERGERON et al., 2004).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservacdo de Curta Duracéo

A refrigeragéo do sémen ocorre em temperaturas entre 2 a 15 °C, apesar de, na
espécie caprina, ser mais comumente utilizada 4 ou 5 °C (LEBOEUF et al., 2000;
ACHARYA et al., 2020). O objetivo principal desta técnica é a reducédo reversivel da
motilidade e da atividade metabolica dos espermatozoides, pela diminuicdo lenta e
gradual da temperatura (MAZUR et al., 2008; KOPEIKA, 2015). Segundo Bezerra
(2010), a cada 10 °C de diminuicdo da temperatura, 0 metabolismo espermaético é
reduzido a metade; por conseguinte, ao atingir a temperatura de 5 °C, o0s
espermatozoides dispdem de, aproximadamente, 10% de seu metabolismo para
sobreviver (GILLAN et al., 2004; DZIEKONSKA et al., 2009; MANJUNATH, 2012).

Amostras refrigeradas de sémen apresentam mais vantagens do que as amostras
congeladas, para utilizacdo em curto periodo (2 a 4 dias), uma vez que 0 processo de
refrigeracdo causa menos danos as células espermaticas e permite reduzir a dose
inseminante  (VISHWANATH e SHANNON, 2000; BATISTA et al., 2009;
SHARIDEH et al., 2019). No entanto, em virtude das variacdes de temperatura (HOLT,
2000; MEDEIROS et al., 2002), ¢é preciso que a refrigeracdo seja realizada de forma
cuidadosa, visando minimizar a ocorréncia de lesdes irreversiveis nestes gametas,
decorrentes do choque térmico (WATSON, 2000; AISEN et al., 2005; CSEH et al.,
2012).

O estresse inicial, que ocorre quando os espermatozoides sdo submetidos a
temperatura de refrigeracdo (5 °C), se deve a transicdo de fase da membrana plasmatica
do estado liquido cristalino para o estado de gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS et al.,
2002). Quando efetuado de modo inadequado, o processo de refrigeracdo do sémen
causa choque térmico, que induz a ocorréncia de danos espermaticos irreversiveis
(GRAHAM, 1996).

17



2.2 Particularidades do Sémen Durante a Criopreservacao

A criopreservacdo de espermatozoides € um processo complexo que envolve o
equilibrio de varios fatores para obter resultados satisfatérios (GILMORE et al., 1996;
WATSON, 2000; MAEDA et al., 2012). Para garantir um sucesso minimo, ndo apenas
é necessario uso do diluidor adequado, taxa de diluicdo de espermatozoides e taxa de
refrigeracdo, mas também o conhecimento da fisiologia do espermatozoide de cada
espécie, visando maximizar a recuperacdo, poés-resfriamento, do espermatozoide e,
consequentemente, preservar sua capacidade fertilizante (WATSON, 2000; ANZAR et
al., 2011).

Os espermatozoides de cada espécie possuem diferente composicdo de
membrana, em termos de colesterol, fosfolipidios e varios dominios proteicos, que
interagem de maneira distinta com o ambiente em que estdo suspensos, resultando em
diferentes temperaturas de fase de transicdo (WATSON, 2000; ANZAR et al., 2011).
De fato, existem variagbes de animal para animal na composicdo da membrana
espermatica, que dependem da nutricdo e dos hormoénios no ambiente da
espermatogénese. Assim, espermatozoides de cada espécie possuem um protocolo ideal
de criopreservacdo (ANDRABI, 2009).

Nos caprinos, a membrana espermatica é rica em fosfolipidios (fosfatidilcolina —
FC, fosfatidiletanolamina — FE e esfingomielina), assim como em acidos graxos poli-
insaturados (AGPI), sendo mais abundantes o oleico, o linoleico, o araquidénico e o
docosahexaenoico (DHA), associado a um baixo teor de colesterol (RANA et al., 1991;
1996; SUN et al., 2019). Chakrabarty et al. (2007), ao estudarem os danos de membrana
espermatica ocorridos durante a criopreservacdo de espermatozoides obtidos do
epididimo de caprinos, constataram diminui¢do na quantidade de FC, FE e AGPI, em
especial, 0 DHA, e relacionaram esses achados a reducdo da funcdo espermatica (SUN
etal., 2019).

E essencial que uma amostra de sémen seja diluida adequadamente, para que
haja suficiente nimero de espermatozoides e diluente para proteger as células, para que
uma alta taxa de fertilidade possa ser alcancada, usando o menor ndmero de
inseminacgdes e 0 menor nimero de espermatozoide por inseminagdo (MANJUNATH,
2012). A taxa de diluicdo do sémen ovino, mantido sob refrigeracdo, tambeém é capaz de
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interferir na qualidade espermatica, e, segundo Kasimanickam et al. (2007), a melhor
concentracdo para sémen de pequenos ruminantes é de 200 milhdes de

espermatozoides/mL.

2.3 Danos Causados no Processo de Criopreservacao

O processo de criopreservacdo expbe as células ao estresse induzido por
desequilibrios osmdticos e de baixa temperatura. A exposicdo de biomoléculas a
temperaturas decrescentes pode levar a alteracbes conformacionais irreversiveis. O
resfriamento altera a estrutura ou conformacdo das biomoléculas, lipidios, proteinas e
acidos nucleicos, os quais podem ser irreversiveis e prejudicar sua funcéo
(STEPONKUS 1984; DROBNIS et al., 1993; GOUSSET et al., 2002).

As membranas celulares consistem em uma mistura de diferentes espécies
lipidicas, cada uma com suas propriedades, além de esterois e proteinas (CAFFREY e
HOGAN, 1992). Sua estrutura se organiza em bicamadas de fosfolipidios com grupos
hidrofilicos e cadeias acila hidrofébicas. Sob condicdes fisiologicas, as membranas
estdio em uma fase fluida (cristalina liquida), exibindo um grande disturbio
conformacional, no qual sdo incorporados dominios mais ordenados, conhecidos como
'Jangadas’. Estas estruturas sdo enriquecidas com colesterol e esfingolipidios (BROWN
e LONDON, 2000).

A fluidez da membrana e o empacotamento da bicamada lipidica sdo
determinados principalmente pela estrutura das cadeias acila. O comprimento mais
curto da cadeia reduz a tendéncia das cadeias acila em interagir entre si, através das
forcas de van der Waal, aumentando a fluidez e os distrbios conformacionais da
bicamada (MANTSCH e MCELHANEY, 1991). Além disso, dobras resultantes de
ligagdes duplas em lipidios insaturados dificultam o empacotamento das cadeias acila, o
que aumenta a fluidez geral da membrana (ISRAELACHVILI et al., 1980). Os lipidios
nas bicamadas sofrem mudancas radicais no estado fisico a uma temperatura de
transicdo de fase caracteristica (MANTSCH e MCELHANE, 1991). Abaixo da
temperatura de transi¢cdo de fase, a bicamada existe no estado de gel, com as cadeias
acila compactadas, com interacdes aumentadas de van der Waal (WOLKERS et al.,
2002; OLDENHOF et al., 2015).
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Sob condigdes fisiologicas normais, as membranas estdo na chamada “fase
cristalina liquida” e sdo impermeaveis a solutos, como dissacarideos, enquanto a gua
pode se difundir livremente através das membranas celulares. O resfriamento resulta em
menor fluidez da membrana. Isso pode coincidir com o aumento do vazamento de
solutos intracelulares e alteracbes conformacionais irreversiveis, prejudicando a fungéo
celular. Ap6s a remogdo da &gua dos grupos fosfolipidicos, os fosfolipidios ficam
compactados na chamada fase de gel, com o aumento das interaces de van der Waals
entre os grupos CH das cadeias acila (BROWN e LONDON, 2000). Acucares que
possuem grupos OH tém sido implicados na substituicdo da agua, por desidratacdo das
membranas. Além disso, abaixo de um determinado contetdo de &gua ou temperatura,
eles podem formar um estado vitreo ou vitrificado de protecdo (OLDENHOF et al.,
2013).

2.4 Diluidores

O objetivo de um diluente de criopreservacdo é fornecer fontes de energia aos
espermatozoides, proteger as células contra danos relacionados a temperatura e manter
um ambiente adequado para 0s espermatozoides sobreviverem temporariamente.
Logicamente, cada um dos diferentes componentes que compdem o meio foi
investigado separadamente e em combinacdo, para maximizar a viabilidade e a
fertilidade dos espermatozoides. Em geral, um meio de criopreservacdo de
espermatozoides caprinos inclui uso de crioprotetor ndo penetrante (leite ou gema de
ovo), tampdo (Tris ou Hepes), um ou mais acucares (glicose, frutose, lactose, rafinose,
sacarose ou trealose), sais (citrato de sddio, acido citrico) e antibioticos (penicilina,
estreptomicina) (EVANS e MAXWELL, 1987; PURDY, 2006; SILVA et al., 2019).

Diluente de leite desnatado ou diluente Tris-gema (CHELUCCI et al., 2015;
SILVA et al., 2019) sdo mais comumente usados para a criopreservacdo de
espermatozoides caprinos. As modificacdes desses diluentes foram investigadas com
resultados variados (BLASH et al., 2000; VIDAL et al., 2013; SALMANI et al., 2014).
Esses estudos tentaram responder as perguntas sempre presentes sobre se hd meios
ideais de criopreservacdo, se 0s espermatozoides caprinos tém preferéncia por algum

meio especifico e qual a concentracao ideal dos constituintes.
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Os espermatozoides caprinos sobrevivem a refrigeracdo e permanecem férteis
em meios compostos por uma variedade de constituintes. Muitos agUcares, sais e
tampdes diferentes, por exemplo, podem ser incluidos em concentragdes molares
varidveis no meio de refrigeracdo, sem prejudicar os espermatozoides. Embora a
osmolaridade do meio possa variar dentro dos limites, os espermatozoides caprinos
parecem preferir um meio hiperosmético para a refrigeracdo. A conclusao de que essa é
a tonicidade ideal para esse meio foi determinada pela comparagdo de combinacgdes de
tampdo Tris e agUcares, em concentracdes osmaticas variadas (RITAR e SALAMON,
1982). Além disso, Bowen et al. (1988) relataram que menos danos ocorreram nos
espermatozoides de caprinos, quando congelados em diluentes com osmolaridades

variando entre 425 e 525 mOsm.

Grandes mudancas no pH do sémen podem resultar em danos, infertilidade ou
mortalidade espermatica. Portanto, para manter a viabilidade e a capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides, € essencial manter um ambiente adequado,
controlando as flutuacbes de pH nos meios de criopreservacdo. Uma das funcBes do
plasma seminal é proteger os espermatozoides contra as mudancas no pH (MANN,
1954; ZHAO et al., 2009). Porém, como pode haver interacdo entre componentes do
plasma seminal e constituintes do diluidor, realiza-se o processo de criopreservacdo com
retirada do plasma seminal por centrifugacdo. Por esse motivo, substancias que
tamponam as alteracGes de pH sdo rotineiramente incluidas nos meios de refrigeracao,
visando minimizar as alteragcbes. Em geral, uma solucdo tampédo para diluentes de
espermatozoides caprinos deve ter uma faixa de pH de 6,0 a 8,0, para ser solivel em
agua, impermeavel a membrana e ter interaces minimas com outros constituintes do
diluidor (GOOD et al., 1966; GRAHAM et al., 1972).

Um crioprotetor é incluido em um meio de criopreservagdo para minimizar as
tensdes fisicas e quimicas resultantes do resfriamento, congelamento e descongelamento
das células espermaticas (SQUIRES et al., 1999). Os crioprotetores sdo classificados
como penetrantes ou ndo penetrantes. Um crioprotetor penetrante é permeavel a
membrana e atua intra e extracelularmente. Para refrigeracdo, comumente é utilizado
crioprotetores ndo-penetrantes (SALAMON e MAXWELL, 2000; SILVA & GUERRA,
2012).
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2.4.1 Leite

O leite integral ou desnatado é usado ha muitos anos como diluidor de sémen. O
sucesso desse diluente foi atribuido a sua fracdo proteica, que pode atuar como um
estabilizador contra mudancas no pH (JONES, 1969; WATSON, 1979) e como um
agente quelante contra qualquer metal pesado presente (JONES 1969); também pode
proteger parcialmente os espermatozoides durante a diluicdo (BLACKSHAW, 1953) e a
reducdo da temperatura para armazenamento (CHOONG e WALES, 1962).

A caseina parece ser responsavel pela protecdo dos espermatozoides, mesmo em
baixas concentragdes de sémen resfriado (0,6%) e congelado (1,35%), segundo Lagares
et al. (2012). Outros componentes do leite, como a lactose (presente em 4,8% de leite
bovino), podem melhorar a eficacia dos diluidores, embora ndo sejam suficientes para
proteger 0s espermatozoides armazenados a apenas 4 °C (CHOONG e WALES, 1962;
GARCIA e GRAHAM, 1987). Assim, a natureza do efeito positivo do leite na
longevidade dos espermatozoides ainda ndo esta totalmente elucidada (AURICH, 2005;
PAGL et al., 2006).

2.5 Diluidor Quimicamente Definido

Um problema dos diluidores de sémen a base de leite ou gema de ovo € o fato de
que esses produtos bioldgicos podem apresentar variacdo em sua composi¢cdo, 0 que
dificulta a padronizacdo de protocolos de criopreservacdo (LAYEK et al., 2016; ALLAI
et al., 2018). Além disso, apenas uma combinagdo de componentes pode ser necessaria
para determinar efeitos benéficos na funcéo espermatica, enquanto outros componentes
podem exercer efeitos prejudiciais, como, por exemplo, a interacdo entre a fosfolipase A
do sémen caprino e componentes do diluidor a base de gema de ovo. Diluidores
contendo apenas componentes com efeitos claramente protetores nos espermatozoides
seriam, portanto, uma vantagem (ALAMAARY et al., 2019).

Com crescente énfase nas questdes de biosseguranca e no controle de doencas
para a remessa internacional de sémen, os diluidores a base de gema de ovo e leite
desnatado tornaram-se contraindicados, por facilitar a transmisséo de doencas. Dentre

0S microrganismos mais susceptiveis estdo E. coli, Staphylococcus, Streptococcus,
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Pseudomonus, Haemophilus, Salmonella, gripe aviaria, Campylobacter, Listeria e
Mycoplasma, os quais podem ser transmitidos por gema de ovo e leite desnatado
(THIBIER e GUERIN, 2000). Além do risco de transmissdo da doenca, as particulas
encontradas na gema de ovo e no leite determinam dificuldades na avaliagdo e no
controle de qualidade do sémen (STRADAIOLI et al., 2007).

2.5.1 Caseina

Caseina é o termo coletivo para uma familia de fosfoproteinas de ligacdo de
calcio, encontradas no leite de mamiferos (HOLT et al., 2013). Ao contrario da segunda
fracdo de proteinas do leite, as proteinas do soro, as caseinas sdo insolUveis e
representam 80% do total de proteinas do leite bovino (ARTYM et al., 2013;
PEREIRA, 2014), o que significa 2,75% do total de componentes do leite. O leite de
varias ragas de vaca contém caseina em distintas proporcdes (CAROLI et al., 2009).
Todos os peptideos de caseina sdo anfifilicos, ou seja, possuem caracteristicas
hidrofilicas e hidrofébicas, mas diferem no conteudo de aminoacidos, fosforo e
carboidratos (ELZOGHBY et al., 2011; ABD EL-SALAM et al., 2012).

Somente a k-caseina, contendo duas cisteinas, pode formar ligacGes dissulfeto
(FARRELL et al., 2006; LIVNEY et al., 2010). Estruturas secundérias, tais como
hélices a e folhas B, ndo sdo frequentes, tornando as caseinas flexiveis, desdobradas ou
peptideos de formato aleatdrio, capazes de criar ligacdes intermoleculares, interacoes
eletrostaticas, pontes de hidrogénio e intera¢cdes hidrofébicas (AUDIC et al., 2003;
HOLT etal., 2013).

As caseinas exibem atividade semelhante as small heat-shock proteins (pequenas
proteinas de choque térmico), ou seja, uma molécula de caseina age como
acompanhante molecular em relacdo a outra molécula de caseina ou outra proteina (por
exemplo, proteina de soro de leite), estabilizando a proteina a qual estd acompanhando e
impedindo sua agregacdo desfavoravel (HOLT et al., 2013). Portanto, sob condig¢des
adequadas, os peptideos de caseina estdo presentes na forma de um aglomerado estavel
amorfo, conhecido como micela de caseina (FOX e BRODKORB, 2008; BOUCHOUX
etal., 2010; 2015; TREJO et al., 2011).
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As caseinas tém capacidade para ligar sequéncias ricas em fosforo e calcio e
prolina e glutamina, responsaveis por sua afinidade intermolecular (HOLT et al., 2013;
PEREIRA, 2014). Uma micela de caseina tipica contém milhares de moléculas de
caseina, formando 94% da micela. A maioria deles forma complexos
termodinamicamente estaveis com fosfato de célcio, responsavel por 6% da micela
(ELZOGHBY etal., 2011; HOLT et al., 2013).

Na estrutura de uma micela de caseina, os peptideos aS1, aS2 e B se acumulam
principalmente na parte interna, enquanto a k-caseina forma a camada "peluda” externa,
que estabiliza a micela estericamente, como se pode observar na Figura 1 (ELZOGHBY
et al., 2011). Essa estabilizagdo ¢é possivel porque a k-caseina possui uma parte
hidrofilica glicosilada, que se projeta para o ambiente aquoso, conhecida como
glicomacropeptideo (JOLLES, 1979; GEBHARDT et al., 2011). Curiosamente, essa
camada "peluda" estd desigualmente distribuida e cobre apenas parcialmente a
superficie micelar (DALGLEISH, 1998).

K-casein 'hairy layer'

amorphous calcium phosphate

as1, Os2 & B-caseins

Figura 1. Esquematizacdo das micelas de caseina proposta originalmente por De Kruif
e Holt, 2013.

Como o leite desnatado (isento de lipidios) é tdo eficiente quanto o leite integral,
na protecéo de espermatozoides durante o armazenamento do sémen a 4 °C ou durante a
congelagdo (ALMQUIST et al., 1954; FOOTE et al., 2002), os lipidios ndo parecem ser
0s constituintes responsaveis pela protecdo oferecida pelo leite. Os constituintes mais

protetores do leite seriam, provavelmente, as micelas de caseina (as principais proteinas
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do leite). De fato, foi demonstrado que as micelas de caseina isoladas do leite podem
proteger espermatozoides de garanhOes, cabras, carneiros e touros durante o
armazenamento a 4-5 °C (CHOONG & WALES, 1962; MARTIN, 1966; O'SHEA &
WALES, 1966; BATELLIER et al., 1997; LEBOEUF et al., 2003). Além disso, as
micelas de caseina podem proteger 0s espermatozoides de touro durante o
congelamento na presenca de glicerol (CHOONG & WALES, 1963).

Bergeron et al. (2004) sugeriram que 0S mecanismos de protecdo de
espermatozoides bovinos pelos diluidores de gema de ovo e leite desnatado parecem
compartilhar uma caracteristica comum: o sequestro das proteinas BSP por compostos
protetores. No caso do leite, seria uma interacdo proteina-proteina, que leva a protecdo
dos espermatozoides. Propde-se que a interacdo entre as proteinas BSP e a caseina seja
suficientemente forte para permitir o sequestro de proteinas BSP do plasma seminal,
impedindo sua ligagcdo & membrana espermética. No entanto, os compostos protetores
ainda permitiriam que algumas proteinas BSP se ligassem a membrana espermaética e
mantivessem a fertilidade do esperma (MANJUNATH et al., 2002; BERGERON et al.,
2004).

Curiosamente, o leite desnatado é usado como diluidor para espermatozoides de
diversas espécies de mamiferos, como ovinos (SALAMON & MAXWELL, 2000),
caprinos (LEBOEUF et al., 2000), equinos (AURICH et al., 1996) e bubalinos
(SANSONE et al., 2000). Como os homdélogos da BSP foram identificados no sémen de
todas essas espécies (GARCIA & GRAHAM, 1987), pode-se postular que 0 mecanismo
de protecdo dos espermatozoides pelo leite possa ser semelhante para todos o0s

mamiferos.

2.6 Analises do Sémen

Uma analise convencional do sémen tenta descobrir a qualidade de cada
amostra. Para isso, € necessario avaliar as caracteristicas microscopicas: concentragdo
dos espermatozoides no liquido seminal, sua motilidade, morfologia, vitalidade e
integridade de membrana. Tudo com o objetivo de descobrir se 0 material analisado é
fértil e se o animal pode ser usado como reprodutor (MADRIGAL-VALVERDE et al.,
2020).
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Tradicionalmente, um técnico de laboratorio bem treinado faz a andlise,
comecando pela visualizagdo macroscopica da amostra: cor, odor, pH, liquefacdo
completa. A seguir, a analise microscopica deve ser feita a partir da contagem de
espermatozoides. E, posteriormente, uma das etapas mais dificeis no nivel visual, a
anélise da motilidade, em que o analisador, através da observagdo Optica da amostra,
deve ser capaz de distinguir a porcentagem de espermatozoides moveis com movimento
progressivo e o percentual movel total de espermatozoides. Tudo isso em uma amostra
contendo espermatozoides moveis e estaticos, incorporados no liquido seminal com
varias outras particulas (AMANN & WABERSKI, 2014).

O fato de utilizar a analise em microscopia Otica, ou seja, delegar toda a
responsabilidade a uma pessoa que faz uma visualizacdo subjetiva, por meio de
microscopio e registra manualmente todos os resultados em um formulério, permite a
existéncia de falhas na andlise. E é sabida a existéncia de varia¢cdes nos resultados se a
mesma amostra for analisada por diferentes experiéncias e pessoas bem treinadas e, até
mesmo, pela mesma pessoa em diferentes momentos do dia (AMANN & WABERSKI,
2014; MADRIGAL-VALVERDE et al., 2020).

2.6.1 Sistema de Analise Espermatica Assistida por Computador

O sistema de analise espermatica assistida por computador (CASA) é utilizado
para analise do sémen. Esse sistema permite a avaliacdo precisa, repetitiva e automatica
dos parametros espermaticos: motilidade, concentragdo, morfologia, fragmentacdo do
DNA, vitalidade e reacdo do acrossoma (VERSTEGEN et al., 2002).

Sistemas CASA projetam imagens sucessivas de uma suspensdo de
espermatozoides em um conjunto de detectores; detectam objetos com base na
intensidade de pixels em um quadro ou disperséo de luz; e usam software especial para
extrair as informac6es desejadas e devolver o resultado para as anélises feitas (AMANN
& KATZ, 2004). Os sistemas fornecem muitas variaveis para 0 movimento ou a
morfologia de cada espermatozoide estudado. A precisdo e a sensibilidade de cada
medida de saida sdo determinadas pelo software do sistema, mas cada valor de saida

para movimento ou concentragdo de espermatozoides reflete 0 meio de suspenséo de
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espermatozoides, a profundidade da cAmara de amostra, as configuragcdes de hardware e
o instrumento (GRAHAM & MOCE, 2005).

O CASA néo pode prever com precisdo a 'fertilidade’ que sera obtida com uma
amostra de sémen. No entanto, quando cuidadosamente validados, os atuais sistemas
CASA fornecem informac6es importantes para garantir a qualidade do sémen e para o
entendimento da diversidade das respostas espermaticas as mudancas no microambiente
na pesquisa (GIL et al., 2000).

2.6.2 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica usada para detectar e medir caracteristicas
fisicas e quimicas de uma populacdo de células ou particulas. Nesse processo, uma
amostra contendo células ou particulas é suspensa em um fluido e injetada no citbmetro
de fluxo (LARSSON, 2000). A amostra é focada no fluxo ideal de uma célula por vez,
através de um raio laser, onde a luz dispersa é caracteristica das células e de seus
componentes. As células sdo frequentemente rotuladas com marcadores fluorescentes,
para gque a luz seja absorvida e depois emitida em uma faixa de comprimentos de onda.
Dezenas de milhares de células podem ser examinadas rapidamente e os dados
coletados s&o processados por um computador (GILLAN et al., 2005).

Sua aplicacao nas andlises do sémen aumentou ao longo dos anos (GILLAN et
al., 2005), permitindo a observacao de caracteristicas fisicas do espermatozoide, como
tamanho da célula, forma e complexidade interna (LARSSON & RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2000). Uma ampla gama de sondas fluorescentes pode ser usada
como marcadores na citometria de fluxo, podendo ser utilizado para avaliacdo de
caracteristicas como viabilidade celular, integridade acrossomal, fun¢cdo mitocondrial,
status de capacitacéo, fluidez da membrana e estado do DNA (GILLAN et al., 2005), de
forma objetiva, com um alto nivel de repetibilidade experimental. Além disso, permite a
associacdo de fluorocromos, sendo varios atributos da mesma célula avaliados
simultaneamente (LARSSON & RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2000), tornando
mais precisa a previsdo de fertilidade da amostra analisada (AMMAN &
HAMMERSTEDT, 1993).
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- Integridade de Membrana Plasmética e Acrossomal

O iodeto de propidio (IP) é uma sonda fluorescente usada para avaliar a
integridade da membrana plasmatica. Possui afinidade por DNA e fluoresce em
vermelho no nicleo da membrana plasmatica danificada (GRAHAM et al., 1990). O IP
€ muito estavel e tem sido utilizado como sonda fluorescente para microscopia de
epifluorescéncia (THOMAS et al., 1997; CELEGHINI et al., 2007, 2008;), bem como
para citometria de fluxo (PINTADO et al., 2000; ARRUDA et al., 2003).

A integridade do acrossoma pode ser verificada por diferentes técnicas de
fluorescéncia (THOMAS et al., 1997). A aglutinina de amendoim (PNA) foi usada para
avaliar o estado acrossomal do espermatozoide e a reacdo do acrossoma. O PNA se liga
exclusivamente a membrana acrossomal externa destes gametas, como foi estabelecido
por microscopia eletrénica de transmissdo. A aglutinina de amendoim conjugada com
isotiocianato de fluorescéncia (FITC-PNA), que se liga especificamente ao aglcar
Galactosyl B-1,3 N-acetilgalactosamina nas membranas acrossomais (MORTIMER et
al., 1987), tem sido usada como uma sonda para visualizar a integridade acrossomal
(ALMADALY etal., 2012; KISHIDA et al., 2015).

28



3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABD EL-SALAM, M. H.; EL-SHIBINY, S. Formation and potential uses of milk
proteins as nano delivery vehicles for nutraceuticals: A review. Int J Dairy Tech, v. 65,
p. 13-21, 2012.

ACHARYA, M.; BURKE, J.M.; RORIE, R.W. Effect of Semen Extender and Storage
Temperature on Motility of Ram Spermatozoa. Adv Reprod Sci, v. 8, p. 14-30, 2020.

AISEN, E.G.; QUINTANA, M.; MEDINA, V.; MORELLO, H.; VENTURINO, A.
Ultramicroscopic and biochemical changes in ram spermatozoa cryopreserved with
trehalose-based hypertonic extenders. Cryobiology, v. 50, p. 239-249, 2005.

ALAMAARY, M.S.; WAHID, H.; ALI, M.; HIEW, M\W.H.; ADAMU, L.; PETER,
I.D.; Effects of four extenders on the quality of frozen semen in Arabian stallions, Vet
World, v. 12, p. 34-40, 2019.

ALLAI L.; BENMOULA, A.; MAIA, M.; NASSER, B.; AMIRI, B.E. Supplementation
of ram semen extender to improve seminal quality and fertility rate, Anim Reprod Sci,
v. 192, p. 6-17, 2018.

ALMADALY, E.; EL-KON, I.; HELEIL, B.; EL- FATTOUH, S.; MUKOUJIMA, K.;
UEDA, T.; HOSHINO, Y.; TAKASU, M. Methodological factors affecting the results
of staining frozen—thawed fertile and sub fertile Japanese Black bull spermatozoa for
acrosomal status. Anim Reprod Sci, v. 136, p. 23-32, 2012.

ALMQUIST, J.0.; FLIPSE, R.J.; THACKER, D.L. Diluters for bovine semen. IV.
Fertility of bovine spermatozoa in heated homogenized milk and skimmilk. J Anim Sci
v. 13, p.1303-1307, 1954.

AMANN, R.; WABERSKI, D., Computer-assisted sperm analysis (CASA): capabilities
and potential developments. Theriogenology, v. 81, p. 5-17, 2014.

AMANN, R.P.; HAMMERSTEDT, R.H. In vitro evaluation of sperm quality: An
opinion. J Androl, v. 14, p. 397-406, 1993.

ANDRABI, S. M. H. Factors Affecting the Quality of Cryopreserved Buffalo (Bubalus
bubalis) Bull Spermatozoa. Reprod Dom Anim, v. 44, p. 552-569, 2009.

ANZAR, M.; KROETSCH, T.; BOSWALLA, L.; Cryopreservation of bull semen
shipped overnight and its effect on post-thaw sperm motility, plasma membrane
integrity, mitochondrial membrane potential and normal acrosomes. Anim Reprod Sci,
v. 126, p. 23-31, 2011.

29



ARRUDA, R.P.; CELEGHINI, E.C.C.; SOUZA, L.W.O.; NASCIMENTO, J,;
ANDRADE, A.F.C.; RAPHAEL, C.F.; GARCIA, AR. Importancia da qualidade do
sémen em programas de IATF e TETF. Acta Sci Vet, v. 33, p. 145-150, 2003.

ARTYM, J.; ZIMECKI, M. Milk-derived proteins and peptides in clinical trials. Post
Hig Med Dosw, v. 67, p. 800-816, 2013.

AUDIC, J.L.; CHAUDER, B.; DAUFIN, G.; Non-food applications of milk
componentes and diary co-products: a review. Lait, v. 83, p. 417-438, 2003.

AURICH, C. Factors affecting the plasma membrane function of cooled-stored stallion
spermatozoa. Anim Reprod Sci, v. 89, p. 65-75, 2005.

AURICH, C. Recent advances in cooled-semen technology. Anim Reprod Sci, v. 107,
p. 268-275, 2008.

AURICH, J.E.; KUHNE, A.; HOPPE, H.; AURICH, C. Seminal plasma affects €
membrane integrity and motility of equine spermatozoa after cryopreservation.
Theriogenology, v. 46, p. 791-797, 1996.

BATELLIER, F.; MAGISTRINI, M.; FAUQUANT, J.; PALMER, E. Effect of milk
fractions on survival of equine spermatozoa. Theriogenology, v. 48, p. 391- 417, 1997.

BATISTA, A.M.; SILVA, S.V.; SOARES, A.T.; WISCHRAL, A.; GUERRA, M.M.P.
Efeito dos métodos Swim-up e Percoll sobre a viabilidade espermatica de amostras
criopreservadas de sémen caprino. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
REPRODUCAO ANIMAL, 18., 2009, Belo Horizonte, Brasil. Anais... CBRA, 2009.

BERGERON, A.; MANJUNATH, P. New Insights towards understanding the
mechanisms of sperm protection by egg yolk and milk. Mol Reprod Dev, v. 73, p.
1338-1344, 2006.

BERGERON, A.; CRETE, M.H.; BRINDLE, Y.; MANJUNATH, P. Low-density
lipoprotein fraction from hen’s egg yolk decreases the binding of the major proteins of
bovine seminal plasma to sperm and prevents lipid efflux from the sperm membrane.
Biol Reprod, v. 70, p. 708-717, 2004.

BLACKSHAW, A.W. The motility of ram and bull spermatozoa in dilute suspension. J
Gen Physiol, v. 36, p. 449-62, 1953.

BLASH, S.; MELICAN, D.; GAVIN, W.; Cryopreservation of epididymal sperm
obtained at necropsy from goats. Theriogenology, v. 54, p. 899-905, 2000.

BOUCHOUX, A.; GESAN-GUIZIOU, G.; PEREZ, J.; CABANE, B. How to squeeze a
sponge: casein micelles under osmotic stress, a SAXS study. Bioph J, v. 99, p. 3754—
3762, 2010

BOUCHOUX, A.; VENTUREIRA, J; GESAN-GUIZIOU, G.; GARNIER-
LAMBROUIN, F.; QU, P.; PASQUIER, C.; PEZENNEC, S.; SCHWEINS, R.;

30



CABANE, B. Structural heterogeneity of milk casein micelles: a SANS contrast
variation study. Soft Matter, v. 11, p. 389-399, 2015.

BOWEN, R. A; OLAR, T. T.; PICKET, B. W. Influence of extender, cryopreservative
and seminal processing procedure on post-thaw motility of canine spermatozoa frozen
in straws. Theriogenology, v. 31, p. 451-461, 1988.

BROWN, D.A.; LONDON, E. Structure and function of sphingolipid and cholesterol-
rich membrane rafts. J of Biol and Chem, v. 34, p. 17221-17224, 2000.

CAFFREY, M.; MOYNIHAN, D.; HOGAN, J. A database of lipid phase transition
temperatures and enthalpy changes. DMPC data subset analysis. Chem Phys Lipids,
v. 57, p. 275-291, 1992.

CAROLI, A. M.; CHESSA, S.; ERHARDT, G.J. Invited review: milk protein
polymorphisms in cattle: effect on animal breeding and human nutrition. J Dairy Sci,
v. 92, p. 5335-5352, 2009.

CELEGHINI, E.C.C.; ARRUDA, R.P.; ALBUQUERQUE, R.; SILVA, FHA;
FARIA, D.E.; ANDRADE, A.F.C.; NASCIMENTO, J.; RAPHAEL, C.F. Utilization of
fluorescent probe association for simultaneous assessment of plasma, acrosomal and
mitochondrial membranes in fowl spermatozoa. Braz J Poult Sci, v. 9, p. 143-149,
2007.

CELEGHINI, E.C.C.; ARRUDA, R.P.; ANDRADE, A.F.C.; NASCIMENTO, J,
RAPHAEL, C.F.; RODRIGUES, P.H.M. Effects that bovine sperm cryopreservation
using two different extenders has on sperm membranes and chromatin. Anim Reprod
Sci, v. 104, p. 119-131, 2008.

CHAKRABARTY, J.; BANERIJEE, D.; PAL, D.; GHOSH, A.; MAJUMDER, C.
Shedding off specific lipid constituents from sperm cell membrane during
cryopreservetion. Cryobiology, v. 54, p. 27-35, 2007.

CHELUCCI, S.; PASCIU, V.; SUCCU, S.; ADDIS, D.; LEONI, G.G.; MANCA, M.E,;
NAITANA, S.; BERLINGUER, F. Soybean lecithin-based extender preserves
spermatozoa membrane integrity and fertilizing potential during goat semen
cryopreservation. Theriogenology. v. 83, p. 1064-74, 2015.

CHOONG, C.H. AND WALES, R.G. The effect of cold shock on spermatozoa. Aust J
Biol Sci, v. 15, p. 543-551, 1962.

CHOONG, C.H.; WALES, R.G. The use of various diluents for deepfreezing bull
spermatozoa. Aust J Biol Sci, v. 16, p. 896-904, 1963.

CSEH, S.; FAIGL, V.; AMIRIDIS, G.S. Semen processing and artificial insemination
in health management of small ruminants. Anim Reprod Sci, v. 130, p. 187-192, 2012.

31



DALGLEISH, D. G. Casein micelles as colloids: surface structures and stabilities.
J Dairy Sci, v. 81, p. 3013-3018, 1998.

DROBNIS, E.Z.; CROWIE, L.M.; BERGER, T., ANCHORDOGUY, T.J,;
OVERSTREET, JW.; CROWIE, J.H. Cold shock damage is due to lipid phase
transition in cell membranes: a demonstration using sperm as a model. J Exp Zool, v.
265, p. 432-437, 1993.

DZIEKONSKA, A.; FRASER, L.. STRZEZEK, J. Effect of different storage
temperatures on the metabolic activity of spermatozoa following liquid storage of boar
semen. J Anim Feed Sci, v. 18, p. 638-649, 2009.

ELZOGHBY, A.O.; EL-FOTOH, W.S.A.; ELGINDY, N.A. Caseinbased formulations
as promising controlled release drug delivery systems. J Control Rel, v. 153, p. 206—
216, 2011.

EVANS, G.; MAXWELL, W.M.C. Salamon's Atrtificial Insemination of Sheep and
Goats. Syd: Butterw, v. 31, p. 194, 1987. H.M.Farrellr.E.L.MalinE.M.BrownP.X.Qi

FARRELL JR, H.M.; MALIN, E.L.; BROWN, E.M.; QI, P.X. Casein micelle
estructure: What can be learned from milk synthesis and structural biology? Cur Op
Col Interf Sci, v. 11, p. 135-147, 2006.

FOOTE, R.H.; BROCKETT, C.C.; KAPROTH, M.T. Motility and fertility of bull
sperm in whole milk extender containing antioxidants. Anim Reprod Sci, v. 71, p. 13—
23, 2002.

FOX, P.F.; BRODKORB, A. The Casein Micelle: Historical Aspects, Current Concepts
and Significance. Int Dairy J, v. 18, p. 677-684, 2008.

GARCIA, M.A.; GRAHAM, E.F. Oialysis of bovine semen and it effect on fre h and
freeze-thawed spermatozoa. Cryobiology, v. 24, p. 446-54, 1987.

GEBHARDT, R.; TAKEDA, N.; KULOZIK, U.; DOSTER, W. Structure and
Stabilizing Interactions of Casein Micelles Probed by High-Pressure Light Scattering
and FTIR, J Phys Chem, v. 115, p. 2349-2359, 2011.

GIL, J.; JANUSKAUSKAS, A.; HAARD, M.C.H.; HAARD, M.G.M.; JOHANISSON,
A.; SODERQUIST, L.; RODRIGUEZ-MARTINEZ, H. Functional sperm parameters
and fertility of bull semen extended in Biciphos-Plus® and Triladyl®. Reprod Domest
Anim, v. 35, p. 69-77, 2000.

GIL, J; LUNDEHEIM, N; SODERQUIST, L., RODRIGUEZ-MARTINEZ, H.
Influence of extender, temperature, and addition of glycerol on post-thaw sperm
parameters in ram semen. Theriogenology, v. 59, p. 1241-1255, 2003.

GILLAN, L.; EVANS, G.; MAXWELL, W.M.C. Flow cytometric evaluation of sperm
parameters in relation to fertility potential. Theriogenology, v. 63, p. 445-457, 2005.

32


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1359029405001226#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1359029405001226#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1359029405001226#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1359029405001226#!

GILLAN, L.; MAXWELL, W. M. C.; EVANS, G. Preservation and evaluation of
semen for artificial insemination. Reprod, Fert Dev, v. 16, p. 447-54, 2004.

GILMORE, JA.; DU, J,; TAO, J,; CRITSER, J.K. Osmotic properties of boar
spermatozoa and their relevance to cryopreservation. J Reprod Fert, v. 107, p. 97-95,
1996.

GOOD, N.E.; WINGET, G.D.; WINTER, W.; CONNOLLY, T.N.; IZAWA, S;
SINGH, R.M. Hydrogen ion buffers for biological research*. Biochemistry, v. 5, p.
467-477, 1966.

GOUSSET, K.; WOLKERS, W.F.; TSVETKOVA, N.M.; OLIVER, A.E.; FIELD, C.L.;
WALKER, N.J.; CROWE, J.H.; TABLIN, F. Evidence for a physiological role for
membrane rafts in human platelets. J Cell Phys, v. 190, p. 117-128, 2002.

GRAHAM, E.F.; CRABO, B.G.; BROWN, K.I. Effect of some zwitter ion buffers on
the freezing and storage of spermatozoa I. Bull J Dairy Sci., v. 55, p. 372-378, 1972.

GRAHAM, J.K. Cryopreservation of stallion spermatozoa. Vet Clin North Am: Eq
Pract, v. 12, p. 131-147, 1996.

GRAHAM, J.K.; KUNZE, E.; HAMMERSTEDT, R.H. Analysis of sperm cell viability,
acrosomal integrity, and mitochondrial function using flow citometry. Biol Reprod,
v. 43, p. 55-64, 1990.

HAFEZ, B.; HAFEZ, E.S.E. Reprod Anim, 7.ed. Barueri: Manole, p. 97-103, 2004.

HOLT W.V. Basic aspects of frozen storage of semen. Anim Reprod Sci, v. 62, p. 3-
22, 2000.

HOLT, C.; CARVER, J.A.; ECKROYD, H.; THORN, D.C. Invited review: Caseins and
the casein micelle: Their biological functions, structures, and behavior in foods. J Dairy
Sci, v. 96, p. 6127-6146, 2013.

ISRAELACHVILI, JN.; MARCELLJA, S.; HORN, R.G. Physical principles of
membrane organization, Quart Rev Biophys, v. 13, p. 121, 1980.

JOLLES, P. Cow «-casein: structure of the carbohydrate protein. Biochim Biophys
Acta, v. 576, p. 339-346, 1979.

JONES, R.C. Studies of the suitability of preparations of ewe and cow milk for storing
ram spermatozoa at 37 5 and -79°C. Aust J Biol Sci, v. 22, p. 983-900, 1969.

KASIMANICKAM, R.; KASIMANICKAM, V.; THATCHER, C.D.; NEBEL, R.L,;
CASSEL, B.G. Relationships among lipid peroxidation, glutathione peroxidase,
superoxide dismutase, sperm parameters, and competitive index in dairy bulls.
Theriogenology, v. 67, p. 1004-1012, 2007.

33



KOPEIKA, J; THORNHILL, A.; KHALAF, Y.; The effect of cryopreservation on the
genome of gametes and embryos: principles of cryobiology and critical appraisal of the
evidence, Human Reprod Up, v. 21, p. 209-227, 2015.

LARSSON, B. AND RODRIGUEZ-MARTINEZ, H. Can we use in vitro fertilization
tests to predict semen fertility? Anim Reprod Sci, v. 60/61, p. 327-336, 2000.

LAYEK, S.S.; MOHANTY, T.K.; KUMARESAN, A.; PARKS, J.E. Cryopreservation
of bull semen: Evolution from egg yolk based to soybean-based extenders. Anim
Reprod Sci, v. 172, p. 1-9, 2016.

LEBOEUF, B.; GUILLOUET, P.; BATELLIER, F.; BERNELAS, D.; BONNE, J.L.;
FORGERIT, Y.; RENAUD, G.; MAGISTRINI, M. Effect of native phosphocaseinate
on the in vitro preservation of fresh semen. Theriogenology, v. 60, p. 867—877, 2003.

LEBOEUF, B.; RESTALL, B.; SALAMON, S. Production and storage of goat semen
for artificial insemination. Anim Reprod Sci, v. 62, p. 113-141, 2000.

LIVNEY, Y.D. Milk proteins as vehicles for bioactives, Cur Op in Col & Interf Sci,
v. 15, p. 73-83, 2010.

LUSIGNAN, M.F.; BERGERON, A.; LAFLEUR, M.; MANJUNATH, P. The major
proteins of bovine seminal plasma interact with caseins and whey proteins of milk
extender. Bio of Reprod, v. 85, p. 457-464, 2011.

MADRIGAL-VALVERDE, M.; CALDEIRA, C.; BOMPART, D.; NUNEZ DE
MURGA, J.; ARNAU, S.; SOLER, C. Effect of frame rate capture frequency on sperm
kinematic parameters and subpopulation structure definition in boars, analysed with a
CASA-Mot system. Reprod Dom Anim, v. 54, p. 167-175, 2019.

MAEDA, T.; GARCIA-CONTRERAS, R.; PU, M.;: SHENG, L.; GARCIA, L.R;
TOMAS, M. Quorum quenching quandary: resistance to antivirulence compounds.
ISME J, v. 6, p. 493-501, 2012.

MANJUNATH, P. New insights into the understanding of the mechanism of sperm
protection by extender components. Anim Reprod, v. 9, n. 4, p. 809-815, 2012.

MANJUNATH, P.; NAUC, V.; BERGERON,A.; MENARD,M. Major proteins of
bovine semina | plasma bind to the low-density lipoprotein fraction of hen’s egg yolk.
Biol of Reprod, v. 67, p. 1250 — 1258, 2002.

MANJUNATH, P.; THERIEN, I. Role of seminal plasma phospholipids-binding
proteins. Reprod Imm, v. 53, p. 109-119, 2002.

MANN, T. The Biochemistry of Semen. London: Methuen, p. 195-268, 1954.

MANTSCH, H.H.; MCELHANEY, R.N.; Phospholipid phase transitions in model and
biological membranes as studied by infrared spectroscopy. Chem Phys Lip, v. 57, p
213-226, 1991.

34



MARTIN, I.C.A. Diluents for the preservation of ram spermatozoa. I. Diluents used at
378C and 58C containing casein. Aust J Biol Sci, v. 19, p. 645-653, 1966.

MAZUR, P.; LEIBO, S.P.; SEIDEL, J.R.G.E. Cryopreservation of the germplasm of
animals used in biological and medical research: importance, impact, status, and future
directions. Bio of Reprod, v. 78, n. 1, p. 2-12, 2008.

MEDEIROS, AS.L.; GOMES, G.M.; CARMO, M.T.; PAPA, F.O.; ALVARENGA,
M.A. Cryopreservation of stallion sémen using different amides. Theriogenology,
v. 58, p. 273-76, 2002.

MORTIMER, S.T. Kinematics of human spermatozoa incubated under capacitating
conditions. J Androl, v. 11, p. 195-203, 1990.

MURPHY, E. M.; MURPHY, C.; O'MEARA, C.; DUNNE, G.; EIVERS, B
LONERGAN, P. AND FAIR, S. A comparison of semen diluents on the in vitro and in
vivo fertility of liquid bull semen. J. Dairy Sci, v. 100, p. 1541-1554, 2017.

O’SHEA, T.; WALES, R.G. Effect of casein, lecithin, glycerol, and storage at 58C on
diluted ram and bull semen. Aust J Biol Sci, v. 19, p. 871- 882, 1966.

OLDENHOF, H.; GOJOWSKY, M.; WANG, S.; HENKE, S.; YU, C.; ROHN, K
WOLKERS, W.F.; SIEME, H. Osmotic stress and membrane phase changes during
freezing of stallion sperm: mode of action of cryoprotective agents. Biol Reprod, v. 88,
p. 68, 2013.

OLDENHOF, H.; HEUTELBECK, A.; BLASSE, AXK. BOLLWEIN, H.;
MARTINSSON, G.; WOLKERS, W.F.; SIEME, H. Tolerance of spermatozoa to
hypotonic stress: role of membrane fluidity and correlation with cryosurvival. Reprod
Fert Dev, v. 27, p. 285-293, 2015.

PAGL, R.; AURICH, C.; KANKOFER, M. Anti-oxidative status and semen quality
during cooled storage in stallions. J Vet Med, v. 53, p. 486-489 2006.

PEREIRA, P. C. Milk nutritional composition and its role in human health. Nutrition,
v. 30, p. 619-627, 2014.

PINTADO, B.; DE LA FUENTE, J.; ROLDAN, E.R.S. Permeability of boar and bull
spermatozoa to the nucleic acid stains propidium iodide or Hoechst 33258, or the eosin:
accuracy in the assessment of cell viability. J Reprod Fert, v. 118, p. 145-152, 2000.

PURDY, P.H. A review on goat sperm cryopreservation. Sm Rumi Res, v. 63, p. 215-
225, 2006.

RANA, AP.; MAJUMDER, G.C.; MISRA, S.; GHOSH, A. Lipid changes of goat
sperm plasma membrane during epididymal maturation. Bioch Bioph, v. 1061, p. 185-
196, 1991.

35



RANA, K.J. Preservation of gametes. In. BROMAGE, N.R. and ROBERTS,R.J.
Broodstock management and egg and larval quality. Oxf Blac Sci, v. 36, p. 53-75,
1996.

RANA, K.J. Preservation of gametes. In. BROMAGE, N.R.; ROBERTS, R.J.
Broodstock management and egg and larval quality. Oxf Blac Sci, v. 36, p. 53-75,
1996.

RITAR, AJ.; SALAMON, S. Effects of seminal plasma and of its removal and of egg
yolk in the diluent and the survival of fresh and frozen spermatozoa of Angora goat.
Aust J of Bio Sci, v. 35, p. 305-312, 1982.

SALAMON, S.; MAXWELL, W.M.C. Storage of ram semen. Anim Reprod Sci v. 62,
p. 77-111, 2000.

SALMANI, H.; TOWHIDI, A.; ZHANDI, M.; BAHREINI, M.; SHARAFI, M. In vitro
assessment of soybean lecithin and egg yolk based diluents for cryopreservation of goat
semen, Cryobiology, v. 68, p. 276-280, 2014.

SALMANI, H.; TOWHIDI, A.; ZHANDI, M.; BAHREINI, M.; SHARAFI, M. In vitro
assessment of soybean lecithin and egg yolk-based diluents for cryopreservation of goat
semen, Cryobiology, v. 68, p. 276-280, 2014.

SANSONE, G.; NASTRI, M.J.; FABBROCINI, A. Storage of buffalo (Bubalus bubalis)
semen. Anim Reprod Sci, v. 62, p. 55-76, 2000.

SHARIDEH, H.; ZHANDI, M.; ZENIOALDINI, S.; ZAGHARI, M.; SADEGHI, M,;
The effect of coenzyme Q10 on rooster semen preservation in cooling condition,
Theriogenology, v. 129, p. 103-109, 2019.

SILVA, E.C.B.; GUERRA, M.M.P. Sondas fluorescentes: um avango na avaliacdo da
integridade estrutural e funcional de espermatozoides. Rev de Ciénc Agrovet, v. 11,
p. 162-169, 2012.

SILVA, R.AJA,, BATISTA, AM.; ARRUDA, L.C.P.; SOUZA, H.M.; NERY, LLH,;
GUERRA, M.M.P. Concentration of soybean lecithin affects short-term storage success
of goat semen related with seminal plasma removal. Anim Reprod, v. 16, p. 895-901,
2019.

SQUIRES, E.L.; McCUE, P.M.; VANDERWALL, D. The current status of equine
embryo transfer. Theriogenology, v. 51, p. 91-104, 1999.

STEPONKUS, P.L.; DOWGERT, M.F.; GORDON-KAMM, W.J. Destabilization of
the plasma membrane of isolated plant protoplasts during freeze-thaw cycle: the
influence of cold acclimation. Cryobiology, v. 20, p. 448-465, 1984.

36



STORNELLI, M.C.; TITTARELLI, C.M.; SAVIGNONE, C.A.; STORNELLI, M.A.
Efecto de los procesos de criopreservacion sobre la fertilidad seminal. Ana Vet, v. 25,
n. 2, p. 28-35, 2005.

STRADAIOLI, G.; NORO, T.; SYLLA, L.; MONACI, M. Decrease in glutathione
(GSH) content in bovine sperm after cryopreservation: comparison between two
extenders. Theriogenology, v. 67, p. 1249-1255, 2007.

SUN, B.; MESSERLIAN, C.; SUN, Z.H.; DUAN, P.; CHEN, H.G.; CHEN, Y.J,
WANG, P.; WANG, L.; MENG, T.Q.; WANG, Q.; ARVIZU, M.; CHAVARRO, J.E;
WANG, Y.X.; XIONG, C.L.; PAN, A. Physical activity and sedentary time in relation
to semen quality in healthy men screened as potential sperm donors. Human Reprod,
v. 34, p. 2330-2339, 2019.

THIBIER, M.; GUERIN, B. Hygienic aspects of storage and use of semen for artificial
insemination. Anim Reprod Sci, v. 62, p. 233-251, 2000.

THOMAS, C.A.; GARNER, D.L.; DEJARNETTE, JM.; MARSHALL, C.E.
Fluorometric assessments of acrosomal integrity and viability in Cryopreserved bovine
spermatozoa. Biol Reprod, v. 56, p. 991-998, 1997.

TREJO, R.; DOKLAND, T.; JURAT-FUENTES, J.; HARTE, F. Cryo-transmission
electron tomography of native casein micelles from bovine milk. J Dairy Sci, v. 94,
p. 5770-5775, 2011.

VASQUEZ, JH.; NUNEZ, V.H.;, FLORENTINI, E.A.; GONZALES, JM,;
CAMARGO, L.A.; VALDIVIA, M.E. Effects of five cryoprotective agents on quality
of sheep epididymal spermatozoa during pre-freezing. Live Sci, v. 152, n. 1, p. 94-99,
2013.

VERSTEGEN, J.; IGUER-OUADA, M.; ONCLIN, K.; Computer assisted semen
analyzers in andrology research and veterinary practice. Theriogenology, v. 57, p. 149-
179, 2002.

VIDAL A.H.; BATISTA AM.; SILVA E.C.B.; GOMES W.A.; PELINCA, M.A;
SILVA S.V.; GUERRA, M.M.P; Soybean lecithin-based extender as an alternative for
goat sperm cryopreservation. Sm Rumin Res, v. 109, p. 47-51, 2013.

VISHWANATH, R.; P. SHANNON. Storage of bovine semen in liquid and frozen
state. Anim Reprod Sci, v. 62, p. 23-53, 2000.

WATSON, P.F. The causes of reduced fertility with cryopreserved semen. Animal
Reprod Sci, v. 60-61, p. 481- 492, 2000.

WATSON, P.F.; MARTIN, I.C.A. Effects of egg yolk, glycerol and the freezing rate on
the viability and acrossomal structures of frozen ram spermatozoa. Aust J Biol Sci,
v. 28, p. 153-159, 1979.

37



WOLKERS, W.F.; CROWE, L.M.; TSVETKOVA, N.M.; TABLIN, F.; CROWE, J.H:
In situ assessment of erythrocyte membrane properties during cold storage. Mol
Membr Biol, v. 19, p. 59-65, 2002.

Y1, Y.J.; IM, G.S.; PARK, C.S. Lactose egg yolk diluent supplemented with Nacetyl-D-
glucosamine affect acrossome morphology and motility of frozen-thawed boar semen.
Anim Reprod Sci, v. 74, p. 187-194, 2002.

ZHAO, B.; TAKAMI, M.; YAMADA, A.; WANG, X.; KOGA, T.; HU, X.; TAMURA,
T.; OZATO, K.; CHOI, Y.; IVASHKIV L.B. Interferon regulatory factor-8 regulates
bone metabolism by suppressing osteoclastogenesis. Nat Med, v. 15, p. 10661071,
2009.

38



4 ARTIGO

Uso de caseina como suplemento ou em substitui¢ao ao diluidor convencional (leite

desnatado) para refrigeracéo de sémen caprino

Use of casein as supplement or as substitute for the conventional extender (skim milk)

in cooling of goat semen

Trevisan, M.%; Monteiro, M.M. 1; Seal, D.C.M.*; Souza, J.H.1; Arruda, L.C.P.1;
Guerra, M.M.P. 1*

'Andrology Laboratory (ANDROLAB), Department Veterinary Medicine, Universidade

Federal Rural de Pernambuco, 52171-900 Recife, Pernambuco, Brazil

*Corresponding author: Maria Madalena Pessoa Guerra, Departamento de Medicina
Veterinaria — UFRPE, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmdos, Recife, PE.
CEP: 52171-900. Brasil. Tel: +55 81 3320 6412. Fax: 3320 6057. E-mail:

mmpguerra@pg.cnpg.br and madalena.guerra@ufrpe.br

39



Resumo

Os diluidores de sémen a base de leite ou gema de ovo nao apresentam uma
padronizacdo em sua composic¢do, 0 que pode causar uma variabilidade nos resultados
obtidos, além de poderem causar contaminagdo por microrganismos. Portanto, estudos
acerca de diluidores contendo apenas componentes quimicos com efeitos protetores aos
espermatozoides sdo de grande importancia. Com isso, objetivou-se utilizar a caseina
como suplemento ou em substituicdo ao diluidor convencional (leite desnatado) para
refrigeracdo de sémen caprino. Para tanto, foram colhidas amostras de sémen de trés
bodes, sexualmente maduros, e as colheitas foram realizadas pelo método de vagina
artificial, na presenca de uma fémea como manequim. O sémen foi diluido (200x 10°
espermatozoide/mL) de acordo com os experimentos. Exp. | - diluidor & base de leite
desnatado (LD), adicionado ou ndo de diferentes concentracdes de caseina (0.25¢/L e
0.5g/L); Exp. Il - diluidor & base de leite desnatado ou diluidor quimicamente definido
(QD) a base de caseina (0.5¢/L). Imediatamente apoOs diluicdo, as amostras foram
armazenadas em geladeira (5 °C) e analisadas ap0s estabilizacdo (0Oh) e apds 24, 48 e 72
horas de armazenamento, quanto a cinética espermatica (CASA) e integridade de
membrana plasmatica e acrossomal (citometria de fluxo). No Exp. I, observou-se que a
adicdo de caseina nao teve efeito sobre os parametros cinéticos, mas apés 24h o diluidor
suplementado com caseina na concentracdo de 0.25g/L apresentou maior integridade de
membrana plasmatica e acrossomal (p=0.013), quando comparado ao diluidor sem
adicdo de caseina. No Exp. Il — Os pardmetros cinéticos analisados pelo CASA néo
apresentaram diferenca significativa, com exce¢do da LIN (linearidade), onde no tempo
de 72h o diluidor a base de leite teve melhor desempenho que o QD (p=0.016). Na
integridade de membrana plasmatica e acrossomal observou-se efeito fixo de tratamento
(p=0.008), onde o diluidor a base de leite determinou maior integridade na membrana
plasmatica e acrossomal do que o QD. Também houve interacdo tratamento x tempo, no
tempo 48h p=0.007 e no tempo 72h p=0.018, com diluidor & base de leite desnatado
apresentando melhor desempenho. Conclui-se que a adi¢do de caseina a 0.25g/L, como
suplementacdo ao diluente a base de leite desnatado, preserva a integridade da
membrana plasmatica e acrossomal de espermatozoides caprinos, submetidos a 24 horas
de refrigeracdo. Além disso, em virtude do diluidor quimicamente definido preservar a
cinética de espermatozoides caprinos, apos 48 horas de refrigeracdo, e a integridade de
membrana plasmatica e acrossomal, até 24 horas de refrigeracdo, € possivel sugerir a
realizacdo de mais estudos visando ampliar os beneficios da utilizacdo deste diluidor,
em substituicdo ao diluidor convencional a base de leite desnatado para refrigeracdo de
sémen caprino.

Introducgéo

A necessidade do uso da criopreservacdo do sémen esté relacionada aos grandes
beneficios a reproducdo animal, facilitando a distribuicdo do material genético e a
utilizagdo do sémen no melhor momento para a inseminagdo (SALAMON e
MAXWELL, 1995; WATSON, 2000; FICKEL et al., 2007, RAJABI et al., 2014). A

refrigeracdo do sémen é utilizada visando manter seu potencial fertilizante por periodo
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curto, devido a redugdo do metabolismo dos espermatozoides. Entretanto, a conservago
dos espermatozoides pelo frio torna-se um problema (ORTEGA et al., 2003; LARBI et
al., 2018), devido a alteracbes na fisiologia espermatica em nivel ultraestrutural,
bioquimico e funcional, que resultam na reducdo de motilidade, viabilidade e
capacidade fertilizante dos espermatozoides (SALAMON e MAXWELL, 1995;
LEBOEUF et al., 2000; RAJABI et al., 2014).

Consequentemente, a busca por melhoria dessa biotécnica se justifica com a
finalidade de conservar um elevado nimero de espermatozoides vivos, assim como
manter a capacidade fertilizante dos mesmos (STORNELLI et al., 2005; VASQUEZ et
al., 2013; LARBI et al., 2018). Com o objetivo de melhoria dos resultados obtidos com
a refrigeracdo do sémen, tém sido testados diluentes com diferentes composicdes, para
diferentes espécies (VASQUEZ et al., 2013), incluindo os pequenos ruminantes
(COLAS, 1975; TASSERON et al., 1977; SALAMON e MAXWELL, 2000; RAJABI
et al., 2014), sendo o leite e a gema de ovo a base dos diluidores seminais mais
comumente utilizados. Porém, existem muitas limitacdes ao uso desses diluidores de
origem animal, devido a grande variabilidade de seus constituintes bioldgicos
(AURICH et al., 2007), além da sua capacidade contaminante e a disseminacdo de
microrganismos patogenos (GIL et al., 2003; ACHARYA et al., 2019).

Essas adversidades estimularam o desenvolvimento de diluidores quimicamente
definidos, minimizando os riscos da falta de padronizacdo da composi¢do quimica e
permitindo o processamento mais adequado e seguro do sémen. A formulagdo de um
diluidor para refrigeracao deve conter carboidratos, como fonte de energia; tampao para
manutencdo do pH e da osmolaridade em nimeros apropriados; antibidticos para inibir
0 crescimento microbiano; e crioprotetores ndo penetrantes que, além de terem funcédo
nutritiva, protegem as células contra o choque frio, a medida que séo refrigeradas até
5°C (HAFEZ e HAFEZ, 2004; MAIA et al., 2014; MURPHY et al., 2017).

A principal proteina do leite, conhecida como caseina, € considerada 0 composto
responsavel pelo efeito protetor nos diluidores a base de leite (BERGERON et al.,
2007). Acredita-se que sua principal acdo é impedir a perda lipidica da membrana
espermatica (BATELLIER et al., 1997; PAGL et al., 2006; BERGERON et al., 2007;
LUSIGNAN et al., 2011). Dessa forma, as micelas de caseina parecem ser responsaveis

pela protecdo do espermatozoide, mesmo em baixas concentragdes no sémen
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refrigerado (LAGARES et al., 2012). Por conseguinte, o objetivo principal do estudo foi
avaliar a acdo da caseina, suplementada ao diluidor a base de leite ou no
desenvolvimento de um diluidor quimicamente definido, utilizando como modelo

experimental o sémen caprino.

Material e Métodos

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
com excecdo do fosfato salino tamponado (PBS), adquirido da Gibco® (Life
Technologies, EUA). O diluidor de criopreservagdo do sémen a base de leite desnatado
(LD) foi composto de 10 g leite em p6 desnatado, 0.0194 g glicose, 100 mL de &gua
MilliQ, 100Ul de penicilina e 50mg de estreptomicina, com pH 6.8. O diluidor
quimicamente definido (QD) foi composto de 0.5g de caseina, 0.007g de cloreto de
calcio, 0.04g de cloreto de potassio, 0.006g de fosfato monopotassico, 0.01g de sulfato
de magnésio, 0.0625g de cloreto de sodio, 0.0059g de fosfato dissddico, 0.00875g de
bicarbonato de sodio, 0.476g de tampédo HEPES, 1.321g de glicose e 3.026¢g de frutose.

Todos os procedimentos foram realizados ap6s a aprovacdo pelo Comité de
Etica no Uso dos Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-
UFRPE), licenga n° 051/2019 CEUA/UFRPE.

Foram utilizados trés bodes sexualmente maduros, os quais foram mantidos em
baias individuais, alimentados com feno de capim Tifton, racdo comercial peletizada
(400 g/dia), além de sal mineral e agua ad libitum. As colheitas de sémen foram
realizadas pelo método de vagina artificial, na presenca de uma fémea como manequim.
Para o Experimento I, foram obtidos cinco ejaculados de cada reprodutor, uma vez por
semana, em semanas consecutivas, totalizando 15 ejaculados. Para o Experimento II,
foram obtidos quatro ejaculados de cada reprodutor, uma vez por semana, em semanas
consecutivas, totalizando 12 ejaculados. Nos dois experimentos, imediatamente apos a
colheita, os ejaculados foram submetidos as analises microscépicas (turbilhonamento,
motilidade e vigor), de forma subjetiva, em microscépio de contraste de fase (Olympus,
Japdo; 100x). Os ejaculados que apresentaram valores minimos de 70% de motilidade
total foram aprovados e destinados & formacdo do pool. Em seguida, a concentracéo

espermatica do pool foi determinada utilizando a camara de Neubauer e a motilidade
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espermatica foi analisada pelo sistema computadorizado de anéalise espermatica (CASA,
SCATM; Microptics, S.L., Versdo 5.1. Barcelona, Espanha). O pool de sémen foi
submetido duas vezes ao processo de lavagem em Tampéo TRIS (3.605 g Tris; 2.024 g
acido citrico; 1.488 g frutose, 100 mL de agua MilliQ, pH 6.8), por meio de
centrifugagdo (600 g/ 10 min), para remogdo do plasma seminal. ApGs processamento,
foram utilizados pools que tinham valores minimos de 70% de motilidade total.

No Experimento I, as amostras foram adicionadas aos meios de trabalho (LD =
diluidor de leite desnatado; LC0.25 = diluidor de leite desnatado suplementado com
0.25 g/L de caseina; LCO0.5 = diluidor de leite desnatado acrescido de 0.5 g/L de
caseina), na concentragdo final de 200 x 10° espermatozoides/mL. No Experimento 11,
as amostras foram adicionadas nos diluidores LD e QD (LD: leite desnatado; QD:
diluidor quimicamente definido com 0.5g/L de caseina). Em seguida, todos os

procedimentos experimentais foram iguais para os dois experimentos.

As amostras foram armazenadas em tubos falcon (15 mL), devidamente
identificados, os quais foram colocados em Becker (600 mL), com aproximadamente
200 mL de &gua destilada, e levados a geladeira (5 °C). Ap6s um periodo de
estabilizacdo de 2 horas, foi retirada a primeira aliquota de cada grupo experimental
para avaliacdo (Oh). A partir dessa hora, foram retiradas aliquotas no periodo de 24

horas, 48 horas e 72 horas.

Para avaliacdo de cinética espermatica, aliquotas (10 pL) de sémen foram
diluidas nos respectivos diluidores, para a concentracdo de 50 x 10° espermatozoide/mL
e incubadas em banho-maria (37 °C/15 min). A avaliacdo foi realizada no sistema
CASA. Uma aliquota (3 pL) da amostra diluida foi colocada sobre lamina e coberta
com laminula (18 x 18 mm), ambas pré-aquecidas (37 °C) e avaliadas em microscopio
de contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon, Japdo, 100x). As imagens foram capturadas
por uma camera de video (Basler Vision Technologies TM A312FC, Alemanha). Para
cada amostra, cinco campos aleatorios foram selecionados, com registro de, no minimo,
500 células espermaticas. As varidveis analisadas foram: motilidade total (MT, %),
motilidade progressiva (MP, %), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e indice
de oscilacdo (WOB, %); velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade em linha reta
(VSL, um/s) e velocidade média da trajetoria (VAP, um/s). Os valores do sistema

CASA foram mensurados com as seguintes configuracGes: temperatura 37 °C;
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magnificagdo, 100x; nimero de imagens, 25; imagens por segundo, 25; &rea da cabeca,
20 a 70 pm?; VAP: lentos 10 p/s<médios 45 p/s<rapidos 75 p/s; progressividade, 80%
STR,; circular, 50% LIN.

Para citometria de fluxo, aliquotas (50uL) de sémen de cada grupo experimental
foram distribuidas em microtubos (1.5mL), para cada uma das avaliagbes. Para cada
grupo experimental, com exce¢do do QD — uma vez que ndo seria necessario ja que o
diluidor QD néo teria componentes que interagiriam com os fluorocromos — foi feita a
lavagem para retirada do diluidor, adicionando 1.0mL de PBS. Em seguida, realizou-se
a centrifugacéo (300g/5min), onde o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso
em PBS (40uL).

Para avaliacdo da integridade de membrana plasmatica (iIMPA), as amostras
foram coradas com 5 pL de FITC conjugada ao Peanut aglutinin (FITC-PNA; Solucdo
estoque 1 mg/mL em PBS; Solucdo de trabalho 0.04 mg/mL em PBS) e 5 uL de lodeto
de Propidio (IP; Solucéo estoque 25 mg/mL em DMSO; Solucgéo de trabalho 0.5 mg/mL
em PBS). A amostra foi incubada por 5min em temperatura ambiente e, em seguida,
procedeu-se a leitura. Células que apresentam marcacdo PNA-/IP- foram classificadas
como portadoras de membranas acrossomal e plasmatica intactas; células com marcagdo
PNA+/IP-, classificadas com membrana acrossomal reagida e plasmatica intacta;
células com marcacdo PNA-/IP+, classificadas com membrana acrossomal intacta e
plasmaética lesionada; e células com marcacdo PNA+/IP+, classificadas com membranas

acrossomal e plasmatica lesionadas.

As avaliagbes do sémen foram realizadas utilizando-se aparelho
ImageStream®X, versdao Mark 1l (Amnis, Seattle, WA, EUA). As aquisi¢cdes dos dados
foram realizadas usando-se o software INSPIRE®, versdo 200.1.388.0 (Amnis, Seattle,
WA, EUA). Os espermatozoides em foco foram separados mediante histograma do
gradiente RMS x frequéncia normalizada, e as células Unicas foram identificadas por
meio de um grafico de pontos da area x relacdo de aspecto, que foi verificado pelas
imagens da galeria do canal campo claro. Todos os fluorocromos foram excitados por
um laser de 488nm. Para a associacdo FITC-PNA+IP, a poténcia do laser utilizada foi
de 55mW, o FITC-PNA foi detectado no canal 2 (505-560nm) e o IP no canal 5 (640-
745nm). Em cada uma das amostras, foram adquiridos 5000 eventos. O software
IDEAS, versdo 6.0 (Amnis, Seattle, WA, EUA), foi utilizado para andlise dos dados.
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Todas as amostras foram analisadas e as populag¢Ges divididas por meio de gréficos de

pontos e histogramas, além da confirmagdo visual mediante as imagens das células.

Para a analise dos dados, o software IBM® SPSS® Statistical foi utilizado. Os
dados percentuais (IMP, PMM, IAC, MT, MP, LIN, STR e WOB) foram transformados
pelo método do arco-seno (VP/100) e submetidos a anélise de varidncia (ANOVA, teste
F), que separou como causa de variagédo os efeitos do tratamento, tempo de refrigeracao
e suas interacOes (tratamento x tempo). Para realizacdo da ANOVA foi utilizado o
procedimento General Linear Model, com medidas repetidas no tempo. Quando o teste
F foi significativo (P < 0,05), o post-test de Bonferroni foi realizado para comparacao
das médias (P < 0,05). Os dados sdo expressos como média + desvio-padrdo dos dados

ndo transformados.

Resultados

Experimento |

Os resultados das analises de cinética espermatica estdo representados nas
Tabelas 1 e 2. Nao houve efeito fixo do tempo e tratamento (p > 0.05) para as variaveis
estudadas. Também nao houve interacao (p > 0.05) tempo x tratamento para MP, LIN,
STR, WOB. No entanto, houve para MT (p = 0.025), VCL (p = 0.012), VSL (p = 0.049)
e VAP (p = 0.025) (Tabela 1). Na tabela 2, é possivel observar que ndo houve diferenca
nos parametros cinéticos entre os tratamentos (LD, LCO0.25, LC0.5) em nenhum dos
tempos avaliados (Oh, 24h, 48h, 72h), ap6s refrigeracdo do sémen caprino. Ao se avaliar
0 tempo em cada um dos tratamentos, observa-se que a MT foi menor ap6s 72h de
refrigeracdo no diluidor LD, em comparacdo a 24h e 48h (p=0,034 e p=0,025,
respectivamente). As andlises de VCL, VSL e VAP demonstraram que apds 72h, no
diluidor LCO.5, houve diferenca significativa e os resultados foram menores que em Oh
(p=0,012, p=0,049, p=0,025, respectivamente).

Tratando-se da analise de integridade de membrana plasmatica e acrossomal
(Tabela 1), néo se observou efeito de tratamento ou tempo. No entanto, houve interacdo
tratamento x tempo. Na figura 1A, os resultados apontaram que no tempo 24h, houve
diferenga significativa entre o diluidor suplementado com caseina na concentracéo de

0.25g/L e o diluidor sem suplementacdo. O diluidor LC0.25 apresentou um maior
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porcentual de células com membrana plasmatica e acrossomal intactas, quando

comparado ao diluidor sem adicéo de caseina (p=0.013).
Experimento Il

As andlises de cinética espermatica estdo representadas nas Tabelas 3 e 4. Nao
houve efeito fixo do tempo ou do tratamento, assim como nédo houve interagédo do tempo
em nenhum dos tratamentos (Tabela 3). Também ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (LD, QD) em nenhum dos tempos avaliados (Oh, 24h, 48h, 72h)
para os parametros MT, MP, VCL, VSL, VAP, STR e WOB. Na Tabela 4, observa-se
que o parametro LIN foi uma excecdo, onde no tempo de 72h, o leite desnatado teve um

melhor desempenho em relacdo ao diluidor QD (p=0.016).

Na analise de integridade de membrana plasmatica e acrossomal ndo houve
efeito de tempo. No entanto, teve efeito de tratamento com melhor desempenho do
diluidor a base de leite desnatado, em relacdo ao diluidor quimicamente definido
(p=0.008), dados demonstrados na Tabela 3. Na figura 1B nota-se que houve interagao
tratamento x tempo, onde os resultados apontaram que no tempo 48h o diluidor a base
de leite desnatado teve maior integridade de membrana plasmatica e acrossomal,
quando comparado ao diluidor quimicamente definido (p=0.007), em 72h o diluidor
quimicamente definido manteve-se inferior (p=0.018).

Discussao

O diluidor a base de leite € comumente utilizado para criopreservagdo do sémen,
uma vez que o leite integral contém lipidios e proteinas, e a protecdo dos
espermatozoides pode ser atribuida as interacdes lipideo-lipoproteina-proteina e
proteina-proteina. No entanto, tanto o leite integral quanto o leite desnatado protegem
igualmente os espermatozoides de touros e carneiros (FOOTE 1978; SALAMON e
MAXWELL 2000; MURPHY et al., 2017), indicando que o efeito protetor do leite ndo
é mediado por lipidios, uma vez o leite desnatado passa por um processo de
centrifugacdo onde a gordura do leite € eliminada. Sendo assim, a caseina, principal
proteina do leite, esta sendo investigada (BERGERON et al., 2007; BERGERON e
MANJUNATH, 2006; MANJUNATH et al., 2012) como sendo o componente do leite

responsavel por proteger os espermatozoides contra as injurias resultantes da baixa
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temperatura de criopreservagdo. Este é o primeiro artigo a fornecer evidéncias de que o
diluidor quimicamente definido a base de caseina pode ser utilizado para refrigeracéo de

sémen caprino.

A motilidade espermética vem sendo utilizada como critério primario para
avaliar a qualidade do sémen por diversos autores (SUNDARARAMAN et al., 2012;
LOVE et al., 2015; BATTUT et al., 2017). Uma vez que 0s espermatozoides precisam
ser transportados para 0 oviduto, para encontrarem e penetrarem o ovocito, porcentagem
elevada de espermatozoides moveis pode indicar boa capacidade fertilizante do sémen.
O Manual para Exame Andrologico e Avaliacdo de Sémen Animal (CBRA, 2013)
recomenda uma motilidade minima de 30% e 50x10° espermatozoides/dose para sémen
pos-refrigeracdo. Ressalta-se, entdo, que os resultados de qualquer diluidor utilizado no
presente trabalho ultrapassam a motilidade minima recomendada pelo CBRA, e,
portanto, evidenciam a possibilidade da utilizacdo destes diluidores para refrigeracdo de

sémen caprino.

Além disso, neste estudo, o padrdo de movimento e a cinética espermatica nao
foram afetados pelo processo de refrigeracdo. O que evidencia a capacidade de protecéo
da caseina do leite, nos diferentes diluidores utilizados, contra o choque frio causado
durante o processo de refrigeracdo. Esses achados sdo consistentes com os resultados de
estudos anteriores, onde se acredita que as proteinas do leite tenham interacdo com as
proteinas BSP (CHANG-HE LIU et al., 2016; IGBOKWE et al., 2019). As BSP sédo
proteinas de ligacdo a fosfocolina, altamente conservadas em mamiferos, que se
associam as membranas espermaticas. Essas moléculas tém efeitos prejudiciais na
preservacdo de espermatozoides bovinos (BERGERON et al., 2007; MENEZES et al.,
2016), mas também se ligam a caseinas e proteinas do soro do leite. Esse tipo de
interacdo protege os espermatozoides durante o armazenamento (BERGERON et al.,
2007; LUSIGNAN et al., 2011; MENEZES et al., 2016). Esta bem estabelecido que,
quando altas concentracdes de BSPs livres estdo em contato com o espermatozoide, elas
extraem lipidios das membranas (BERGERON e MANJUNATH 2006; IGBOKWE et
al., 2019). Desta forma, a exposi¢do continua as BSPs causa uma extensa perda de
lipidios das membranas espermaticas, o que pode ser prejudicial ao armazenamento dos
espermatozoides (BERGERON e MANJUNATH, 2006; BERGERON et al., 2007).
Assim, a interagdo das proteinas BSP com as micelas de caseina pode diminuir a

quantidade de proteinas BSP livres, limitar a perda lipidica das membranas
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esperméticas e, portanto, proteger os espermatozoides durante o armazenamento
(PLANTE et al., 2015; MENEZES et al., 2016), o que explicaria a protecdo dos

espermatozoides observada neste estudo.

A suplementacdo com caseina ao diluidor a base de leite ndo preservou a
motilidade total e progressiva de espermatozoides submetidos a refrigeracdo. Assim
como, ndo houve diferenga significativa nos outros parametros cinéticos. Apesar de a
integridade da membrana plasmaética e acrossomal ter sido maior ao utilizar 0.25g/L de
suplementacédo de caseina, em comparacdo ao grupo controle (sem caseina). No diluidor
a base de leite, a concentracdo de caseina é de, aproximadamente, 27g/L (JUAN et al.,
2009; DA SILVA et al., 2012), porém, danos ao espermatozoide continuam a ocorrer
durante o processo de refrigeracdo. Esperava-se que a suplementacdo do diluidor
convencional (a base de leite desnatado) com caseina determinasse melhorias
significativas nos parametros de motilidade, como um suporte maior de protecdo aos
espermatozoides, corroborando com outros estudos (DELL VALE et al., 2013;
MENEZES et al., 2016; ALLAI et al., 2018). No entanto, é possivel que a quantidade
de caseina adicionada ao diluidor convencional j& tenha resultado em estado de
saturacdo, determinando concentracao suficiente para todos os efeitos de crioprotecdo, o
que explicaria 0 motivo da suplementacdo com caseina ndo ter causado incremento aos

parametros espermaticos, ao se utilizar o diluidor a base de leite desnatado.

Conforme a indicagdo dos resultados, o diluidor quimicamente definido
desenvolvido nesse trabalho ndo trouxe diferenca significativa do diluidor do grupo
controle (LD), com relacdo a motilidade espermatica (total e progressiva) e parametros
cinéticos, com excec¢do da linearidade. O uso de diluidor quimicamente definido para
sémen reduz a variabilidade potencial existente em diluidores a base de leite desnatado
ou gema de ovo. O uso de tais diluidores, no entanto, requer que a qualidade
espermatica durante 0 armazenamento seja mantida, pelo menos, na mesma qualidade
daquele observado com os diluidores ja estabelecidos (PARINAUD et al., 1997;
BRINSKO et al., 2000; MURPHY et al., 2017). Por conseguinte, o resultado evidencia
a possibilidade de utilizagdo deste diluidor para refrigeragdo de sémen caprino, como
uma alternativa aos diluidores a base de leite desnatado, uma vez que determina
resultados cinéticos semelhantes aqueles obtidos com diluidor convencional, a base de

leite desnatado.
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No entanto, o diluidor quimicamente definido mostrou-se inferior na anélise de
integridade de membrana plasmatica e acrossomal. Esse achado pode estar relacionado
a diferenca osmotica entre diluidores, uma vez que para proteger os espermatozoides
caprinos, o diluidor ideal deve apresentar osmolaridade semelhante aquela encontrada
no sémen (entre 425 e 525 mOsm). Enquanto os diluidores a base de leite desnatado
apresentam, em média, 450 mOsm (CONCANNON et al., 1989; PURDY, 2006; MAIA,
2010), o diluidor guimicamente definido apresentou osmolaridade de 397 mOsm. A
osmolaridade do diluidor é de grande importancia, pois modifica o fluxo de 4gua através
da membrana e outros eventos durante a refrigeracdo (CURRY et al., 1994; 2000;
IGUER-OUADA et al., 2001; AISEN et al., 2002; AGCA et al., 2002). De fato, é
sabido que existem importantes mudancas osmoticas ao longo do processo de
refrigeracdo, devido ao resfriamento diferencial do meio, produzindo fluxo de agua
através da membrana celular (IGUER-OUADA et al., 2001; AISEN et al., 2002). A
osmolaridade do diluidor pode influenciar ndo apenas na sobrevivéncia dos
espermatozoides durante a refrigeracdo, mas também sua resisténcia a criopreservagado
(ZENG et al, 2011). Assim, diluidores hiperosmoéticos podem favorecer a
criopreservacdo de espermatozoides, ndo apenas por serem isoosmoticos aos fluidos
seminais, mas também porque podem aumentar a desidratacdo antes do congelamento
(COOPER e YEUNG, 2003; MARTINEZ-PASTOR et al., 2005; TAMAYO-CANUL
etal., 2011).

A integridade da membrana espermatica € um requisito necessario para a
criossobrevivéncia espermatica, durante a preservacdo do sémen (WATSON et al.,
2000). Interessante destacar que, apesar da diferenca na integridade da membrana
plasmética e acrossomal entre os resultados obtidos com os diluidores, o diluidor
qguimicamente definido manteve o padrdo de motilidade espermatica. Assim, mesmo
ocorrendo choque osmético, o que provavelmente acarretou a perda de integridade de
membrana plasmatica e acrossomal, o diluidor quimicamente definido foi eficiente na
preservacdo dos parametros cinéticos dos espermatozoides. Estudos ja indicaram que o
metabolismo, osmolaridade e fun¢do normal do espermatozoide estdo relacionados a
integridade da membrana plasmatica (AISEN et al., 2002; AGCA et al.; 2002;
TAMAYO-CANUL et al.,, 2011). Portanto, € possivel sugerir que ajustes sejam

realizados a esse diluidor, principalmente quanto a osmolaridade, visando promover
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melhoria na manutencdo da integridade da membrana plasmética e acrossomal dos

espermatozoides caprinos, pos-refrigeracao.

Unicamente utilizando os resultados apresentados nesse trabalho, ndo é possivel
identificar qual componente e/ou caracteristica do diluidor quimicamente definido —
caseina, acglcares, compostos quimicos, pH ou osmolaridade — desempenha funcéo
especifica na preservacdo da qualidade dos espermatozoides. No entanto, pode-se
demonstrar que a substituicdo do leite desnatado por caseina, pelo menos em
combinacdo com os outros componentes do diluidor, ndo causa reducdo da qualidade
cinética dos espermatozoides submetidos a refrigeracdo, em comparacao ao diluidor a
base de leite desnatado. Além disso, os resultados deste estudo estdo de acordo com
dados anteriores obtidos com sémen bovino (BATTELIER et al., 1998; 2001) e equino
(MARTINS et al., 2016), demostrando que a caseina pode ser tdo efetiva na preservacao
dos parametros de fertilidade de espermatozoides refrigerados quanto os diluidores que

contém leite desnatado.

Conclui-se que a adicédo de caseina a 0.25¢/L, como suplementacéo ao diluente a
base de leite desnatado, preserva a integridade da membrana plasmatica e acrossomal de
espermatozoides caprinos, submetidos a 24 horas de refrigeracdo. Além disso, em
virtude do diluidor quimicamente definido preservar a cinética de espermatozoides
caprinos, ap6s 48 horas de refrigeracdo, e a integridade de membrana plasmatica e
acrossomal, até 24 horas de refrigeracédo, é possivel sugerir a realizacdo de mais estudos
visando ampliar os beneficios da utilizacdo deste diluidor, em substituicdo ao diluidor

convencional a base de leite desnatado para refrigeracdo de sémen caprino.
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LEGENDAS DAS FIGURAS E TABELAS

Tabela 1. Valores de probabilidade para os efeitos da caseina em diferentes
concentracdes (0, 0.25 ou 0.50g/L; Experimento 1), adicionada ao diluidor a base de
leite desnatado, do tempo (0, 24, 48 e 72 horas) e suas interacdes nos parametros das
andlises da cinética (CASA) e da integridade de membrana plasmética e acrossomal
(citometria de fluxo) de espermatozoides caprinos, pés-refrigeracéo.

Tabela 2. Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos refrigerados em
diluidor a base de leite desnatado, suplementado ou ndo com caseina (Experimento 1).

Dados demonstrados como média e desvio padréo.

Tabela 3. Valores de probabilidade para os efeitos do diluidor a base de leite desnatado
ou quimicamente definido (Experimento I1), do tempo (0, 24, 48 e 72 horas) e suas
interacbes nos parametros das andlises da cinética (CASA) e da integridade de
membrana plasmatica e acrossomal (citometria de fluxo) de espermatozoides caprinos,

pos-refrigeracao.

Tabela 4. Pardmetros cinéticos (CASA) de espermatozoide caprinos refrigerados em
diluidor a base de leite desnatado ou quimicamente definido (Experimento I1). Dados

demonstrados como média e desvio padrao.

Figura 2. Integridade de membrana plasmatica e acrossomal de espermatozoides
caprinos, submetidos a refrigeracdo (5 °C) em diferentes diluidores, avaliados nos
tempos Oh, 24h, 48h e 72h, por citometria de fluxo; Dados expressos como média e
desvio-padréo. A) Experimento | — Leite desnatado (LD); Leite desnatado suplementado
com 0.25g/L de caseina (LCO0.25); Leite desnatado suplementado com 0.5¢/L de caseina
(LCO0.5); B) Experimento Il — Leite desnhatado (LD) ou diluidor quimicamente definido

(QD).
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FIGURAS E TABELAS

Tabela 1
Parametro Concentracao Tempo Interacéo

MT 0.584 0.103 0.025
MP 1.000 0.187 0.099
VCL 1.000 0.093 0.012
VSL 1.000 0.087 0.049
VAP 1.000 0.080 0.025
LIN 0.674 0.229 0.199
STR 0.367 0.593 0.433
WOB 1.000 0.061 0.175
PNA/IP 1.000 0.135 0.013

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade
curvilinea; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da
trajetdria; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = indice de
oscilacdo; PNA/IP = integridade de membrana plasmatica e acrossomal.



Tabela 2

. Tempo Tratamentos
PATAMELTO g Avaliagdo LD LC0.25 LCO.5
oh 80.46+10.67"  85.90+4.73 80.24+8.99
24h 88.12+2.842 81.80+4.46 79.06+6.98
MT 48h 75.82+6.552 71.46+7.89 70.42+6.99
72h 50.80+17.31°  46.84+23.15  47.36+18.8
oh 30.70+12.18 38.28+0.62 36.9049.47
- 24h 34,70+5.26 32.02+7.19 31.78+11.03
48h 27.60+11.48 342641178  31.72+9.62
72h 17.02+12.74  18.44+17.39  1535+10.96
oh 95.19+6.99 015446278 96.33+10.26
veL 24h 92.01+8.48 80.46£5.92%  84.83+14.87
48h 71.26+16.01  80.32+16.12%  82.02+8.45
72h 728241533 70.44+2112°  61.44+951
oh 56.21+11.27 57.15¢7.718  64.41+12.77
Vsl 24h 53.0846.82 46.87+7.62%  51.12+19.56
48h 40.49+13.78  51.76+13.42%  50.92+4.85
72h 44551382  4361+19.46°  34.49+9.06
oh 73.74+8.76 72.05¢7.38°  79.18+1157
VAP 24h 69.63+8.08 50.7047.13%  64.24+18.26
48h 50.84+15.9  62.87+14.37%  63.11+6.96
72h 54.45+14.09  5227+21.34  4353+10.42
oh 58.65+7.89 62.24+4.93 66.37+7.59
24h 57.66+5.07 57.97+6.28 58.69+11.42
LN 48h 55.64+8.94 63.87+4.28 62.29+5.78
72h 60.33+7.57 50.43+12.13  55.44+6.99
oh 75.64+6.16 79.17+4.81 80.81+5.86
- 24h 76.21+3.70 78.16+4.76 78.03+7.06
48h 79.1645.32 81.88+3.90 80.89+5.51
72h 81.04+5.46 81.91+6.01 78.86+2.53
oh 77.3+4.34 78.58+3.12 81.94+4.05
24h 75.57+3.41 74.00+4.23 74.68+7.76
woB 48h 70.10+8.10 77.95+2.51 76.92+2.58
72h 74.22+4.48 72.03+10.00 70.13+6.84

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade curvilineg;
VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da trajetoria; LIN =
linearidade; STR = retilinearidade: WOB= indice de oscilagéo;



Tabela 3

Parametro Concentracéao Tempo Interacéo
MT 0.560 0.093 0.057
MP 0.335 0.223 0.054

VCL 0.469 0.058 0.079
VSL 0.467 0.366 0.104
VAP 0.204 0.274 0.077

LIN 0.132 1.000 0.016
STR 0.466 1.000 0.056
WOB 0.075 0.173 0.068
PNA 0.008 0.099 0.007

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade
curvilinea; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da
trajetdria; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = indice de
oscilacdo; PNA/IP = integridade de membrana plasmatica e acrossomal.



Tabela 4

Grupos Experimentais

Paréametro Tempo Eie P
Avaliagao Leite Desnatado ngmga_mente

efinido

oh 83.80+8.81 81.23+3.67

24h 87.45+2.78 78.33+4.16
MT 48h 73.43+4.35 63.38+13.46
72h 42.70+25.16 51.42+23.63

oh 29.90+13.91 29.68+9.99
24h 35.016.02 29.85+14.53
MP 48h 26.28+12.8 18.88+14.84
72h 17.25+11.41 12.54+7.43
oh 93.57+6.90 78.84+15.72
24h 91.41+9.66 74.60+10.89
VCL 48h 66.08+12.76 68.32+15.89
72h 69.07+14.82 64.90+28.65

oh 52.34+8.32 42.60+8.33
24h 53.54+7.78 42.24+16.40
VSL 48h 37.43+13.81 33.57+13.20
72h 42.69+15.22 43.36+28.41
oh 70.72+6.45 54.48+10.00
24h 69.81+9.31 53.35+15.13
VAP 48h 46.44+14.42 44.03+15.58
72h 51.91+14.9 39.44+17.45

oh 55.68+4.92 54.11+4.18
24h 58.50+5.43 55.37+14.09
LIN 48h 55.23+10.27 48.45+10.75
72h 60.62+8.712 47.19+9.76°

oh 73.65+4.91 78.02+3.8

24h 76.68+4.10 77.4628.02

STR 48h 79.69+5.98 75.7243.81
72h 81.19+6.29 75.2+4.43
oh 75.52+2.01 69.28+2.26
24h 76.243.57 70.67+11.02

WOB

48h 69.02+8.93 63.66+11.15
72h 74.39+5.16 62.47+10.28

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade
curvilinea; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da
trajetéria; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = indice de
oscilagdo;
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