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Resumo

Dois experimentos foram realizados para verificar a
viabilidade de diluentes para sémen equino refrigerado. O
objetivo do primeiro experimento foi verificar a eficiéncia
do leite UHT integral e semidesnatado, comparado ao
leite desnatado. Amostras foram analisadas a fresco
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- e posteriormente diluidas em leite UHT integral,

Recebido semidesnatado e desnatado. Foram realizados exames
f d_f novembro de 2016. de motilidade espermatica e vigor, CFDA/Pl e HOST pés-
05 de junho de 2019, diluigdo (Oh), e no sémen refrigerado a 5 °C ap6s 24 e 48
Publicado horas. Nao houve diferenca entre os trés diluentes, quanto a
5 de fevereiro de 2020 motilidade espermatica (p=0,9880), vigor (p=0,7249), CFDA/

www.revistas.ufa.br/vet Pl (p=0,3382) e HOST (p > 0,01). Houve uma diminuicao

Como citar - disponivel no site, NA@ qualidade do sémen, no decorrer do tempo (p < 0,01),

na pagina do artigo. independente do diluente utilizado. Pode-se afirmar que, na
falta de leite UHT desnatado, o semidesnatado e o integral
podem ser usados, uma vez que eles ndo provocam prejuizo
na qualidade do sémen refrigerado armazenado por até 48
horas. No segundo experimento, o objetivo foi verificar a
eficacia do leite desnatado em comparacao com diluentes
comerciais (Botusemen® (BS) e Botusemen Special®
(BSS)). Logo apds a coleta do sémen, as amostras foram
diluidas com leite UHT desnatado (LD), Botusemen® (BS)
e Botusemen Special®(BSS). A analise de sémen seguiu o
mesmo protocolo do primeiro experimento. As amostras de
sémen refrigeradas com BSS apresentaram HOST e CFDA/PI
(p< 0,001) maiores nas 24h e 48 h o que indica que o diluente
BSS promove aumento da longevidade dos espermatozoides
em comparacdo com os outros analisados.
Palavra-chave: diluente; garanhdo; leite UHT; refrigeracdo;
sémen

Abstract

Two trials were performed to verify the viability of
extenders equine cooled semen. The objective of the first
trial was to verify the efficacy of whole and semi-skimmed
UHT milk compared to skim milk. Fresh semen samples
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were analyzed and later diluted in UHT whole milk, semi skimmed
and skimmed milk. Sperm motility and vigor, CFDA / Pl and HOST
tests were performed post-dilution (0h), and in semen cooled
at 50C after 24 and 48h. There was no difference between the 3
extenders, for sperm motility (p = 0.9880), vigor (p = 0.7249), CFDA
/ Pl (p = 0.3882) and HOST (p> 0.01). There was a decrease in semen
quality over time (p <0.01), regardless of the extender used. It can
be stated that in the absence of skimmed UHT milk, semi-skimmed
and whole milk can be used since they do not impair the quality of
refrigerated semen stored for up to 48 hours. In the second trial
the objective was to verify the efficacy of the skim milk compared to
commercial extenders (Botusemen® (BS) and Botusemen Special®
(BSS)). Soon after semen collection, the samples were diluted with
UHT skim milk (LD), Botusemen® (BS) and Botusemen Special® (BSS).
Semen analysis followed the same protocol as the first experiment.
BSS-cooled semen showed higher HOST and CFDA / Pl (p <0.001) in
24h and 48h indicating that BSS diluent promotes increased sperm
longevity compared to the others analyzed.

Keywords: stallion, semen, cooling, UHT milk, extender

Introducgao

A Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura - FAO (2016) - estimou
a populacdo mundial de equinos em 2016 em 59.048.194 cabecas, o Brasil tem o maior
rebanho da América do Sul, com mais de cinco milhdes de cabecas de equinos, ocupando
o quarto lugar no cenario mundial™. A utilizagdo de biotecnologias da reproducado tem
grande importancia no incremento dessa popula¢do, por permitir um aumento da
eficiéncia reprodutiva e, consequentemente, ganhos na producdo, além de intensificar
e facilitar o melhoramento genético dos animais. Dentre as biotecnologias utilizadas,
a inseminacao artificial (IA) apresenta maior impacto na produc¢do equina, pois um
reprodutor pode deixar centenas de descendentes ao longo de sua vida reprodutiva
quando a IA é usada eficientemente®@.

Durante o processo de resfriamento do sémen, ocorre uma queda da fertilidade,
conforme observado por Aurich®. A manutencdo da capacidade fertilizante do
espermatozoide depende da integridade da membrana plasmatica®. Alguns fatores
podem desencadear a cristalizacdo dos lipidios e a agregacao de proteinas presentes na
membrana. Um deles é o resfriamento do sémen, que pode levar a uma instabilidade
na membrana plasmatica®.

Em torno de 5 °C, o espermatozoide utiliza metabolismo anaerdbico, o qual é induzido
peloesgotamento de oxigénio, provocandoareducaodo pH, diminuicdodometabolismo
e produc¢ao de ATP, resultando em queda de motilidade®. Dessa forma, € importante
a utilizacao dos diluentes para a conservacdao das propriedades do sémen resfriado
a 5 °C por 24 horas ou mais de armazenamento!”. Os diluentes de sémen possuem a
capacidade de exercer efeitos benéficos controlando o pH e osmolaridade do meio,
dando substrato energético para o espermatozoide e diluindo o plasma seminal®,
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Os diluentes industrializados, além de promover protecdo a membrana plasmatica dos
espermatozoides no choque térmico, contém substancias que neutralizam produtos
toxicos provenientes do crescimento bacteriano, como os antibiéticos®. Diluentes
comerciais foram desenvolvidos para favorecer a viabilidade espermatica durante a
refrigeracao, para que possa manter a motilidade adequada para inseminag¢do por
mais de 24 horas a 5 °C.

O leite é utilizado tanto como diluente de facil acesso, como base para diluentes
industrializados para resfriamento de sémen, pois em torno de 5 °C o leite UHT (ultra
high temperature) desnatado apresenta melhor eficiéncia para armazenamento de
sémen por 24 horas®. As micelas da caseina, ao interagirem com as proteinas da
membrana plasmatica, protegem o espermatozoide da remocao de fosfolipidios e
colesterol™, O leite UHT é comercializado em trés apresentacfes diferenciadas pela
guantidade de lipidios em sua composicdo, sendo o desnatado com < 0,1%, o integral
com 3% e o semidesnatado de 0 a 3% de lipidios. O leite tratado a temperatura ultra
alta permanece em condi¢Bes aceitaveis durante varios meses, sem necessitar de
refrigeracdo, caracteristicas que favorecem sua utilizacdo como diluente para sémen
equino.

O objetivo deste trabalho foi verificar alternativas de diluentes de facil acesso, os quais
pudessem ser utilizados em campo, em situa¢des de emergéncia, nas quais ndo ha
disponibilidade de um outro diluente na refrigeracdo de sémen, por até 48 horas a
5 °C, bem como comparar o leite desnatado com os diluentes industrializados mais
utilizados no mercado na refrigeracdo do sémen equino.

Material e métodos

O experimento foi realizado no laboratorio de Reproducdo Animal (REPROLAB),
localizado na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas (protocolo 9919).

Foram utilizados garanhdes (dois da raca Puro Sangue de Corrida e um da raca Ponei
Brasileiro) clinicamente normais e aptos a reproducao, com idade entre 3 e 11 anos. A
alimentacao era composta por pastagem natural e suplementacao com concentrado a
base de aveia com acesso livre a agua.

No experimento 1 (n=31), dois garanhdes foram coletados 11 vezes cada e o terceiro
garanhdo foi coletado 9 vezes (ele adoeceu, impossibilitando a continuacdao das
coletas). No experimento 2, foram realizadas 10 coletas de cada garanhdo (n=30). As
coletas foram realizadas duas vezes por semana, durante a estacdo reprodutiva. Para
as coletas do sémen, foram utilizadas éguas em estro e a coleta foi realizada com vagina
artificial modelo Hannover a uma temperatura de 42 °C'., A ejaculacao foi detectada
pelos jatos ejaculatérios, verificados com a palma da mao colocada na por¢ao ventral
do pénis. A fracao gelatinosa do ejaculado foi separada através de um filtro acoplado
ao copo coletor de sémen.
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ApOs a coleta, o sémen foi avaliado quanto ao aspecto (aquoso, opalescente, leitoso e
cremoso), cor e o volume do ejaculado foi determinado em ml em uma proveta estéril
graduada.

Para o exame de motilidade espermatica do sémen fresco, uma gota de sémen foi
colocada entre a lamina e laminula pré-aquecidas a 37 °C em uma mesa térmica,
avaliada por um técnico experiente, utilizando-se aumento de 250x em um microscopio
Optico com contraste de fase. A motilidade foi analisada como a porcentagem de
espermatozoides progressivos (movimento ativo para frente), localizados (movimentos
em circulos) e imdveis em uma escala percentual (0 a 100%) e o vigor foi classificado
variando de zero (0) a quatro (4), considerando o escore 0 equivalente a total
imobilidade espermatica e o escore 4 a movimentacao intensa, vigorosa, progressiva’?.
A concentracdo espermatica foi obtida através do aparelho Spermacue e, para a
analise, uma amostra do sémen foi colocada na microcuveta. A contagem foi realizada
pelo numero de células por unidade de volume estimado pela opacidade do ejaculado,
a qual foi medida pela porcentagem de transmissao ou absorbancia da amostra. O
resultado foi dado em x10°® espermatozoides/ml.

Experimento 1

O ejaculado de cada garanhao foi fracionado em trés partes e diluido com leite UHT
desnatado (LD - gordura <0%), semidesnatado (LS - gordura entre 1%) ou integral
(LI- gordura = 3%), numa proporcdo de 3:1, ou seja, 3ml de diluente e 1ml de sémen.
Imediatamente apds a diluicdo foi realizada avaliagdo de motilidade e vigor, utilizando
a mesma metodologia usada para sémen fresco e realizadas analises de integridade e
funcionalidade de membrana espermatica.

Na anadlise de integridade de membrana foram utilizados dois corantes fluorescentes:
iodeto de propidio (preparado com 0,5 mg de PI diluido 1 ml de solucdo fisiologica)
e carboxifluoresceina (preparado com 0,46 mg CFDA diluido 1 ml de DMSO -
Dimetilsulféxido). Para essa avaliacao, diluiu-se 400 pl de sémen com 3 pl de iodeto
de propidio e 2 pl de carboxifluoresceina em um microtubo previamente coberto em
papel aluminio, para evitar incidéncia da luz. A aplicacao das sondas fluorescentes era
realizada em sala escura. As amostras foram colocadas em banho maria a 37 °C durante
8 minutos. Apds esse periodo, as amostras foram examinadas em microscopio éptico
com contraste de fase, em um aumento de 1000x, utilizando-se 6leo de imersdo, com
a contagem de 100 células por lamina.

A funcionalidade de membrana plasmatica foi avaliada através do teste hiposmaotico,
utilizando 200 pl de agua destilada e 100 yl de sémen segundo a técnica de Lomeo
& Giambersio"® modificado por Lagares et al."¥. As amostras foram incubadas em
banho maria a 37 °C por 8 minutos para posterior observacdo em microscépio éptico
de contraste de fase em um aumento de 400x, com a contagem de 100 células.

As amostras foram entdo armazenadas em um refrigerador com temperatura
controlada de 5 °C, e todas as analises foram repetidas com 24 e 48 horas.

Experimento 2
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O sémen de cada garanhado foi fracionado em trés partes, com leite UHT desnatado
(3:1) e com os diluentes comerciais Botusemen® e Botusemen Special®, que foram
acrescentados ao sémen seguindo a diluicao recomendada pelo fabricante do produto
de acordo com a concentracdo espermatica, no exame do sémen fresco.

Imediatamente apds a diluicdo, assim como no experimento 1, as amostras foram
submetidas a avaliacao microscépica (motilidade e vigor), integridade e funcionalidade
de membrana plasmatica.

A analise estatistica foi realizada através de estatistica descritiva e analise de variancia
através do método ndo parameétrico de Kruskal-Wallis, uma vez que as variaveis nao
apresentavam distribuicdo normal. Foram utilizadas como variavel dependente o
tempo e como variaveis independentes o diluente utilizado e as analises realizadas.

Resultados e discussao

No experimento 1 ndo foi observada diferenca (P>0,05) entre os diluentes (leite UHT
desnatado com 0% de gordura, semidesnatado com 1% de gordura e integral com 3%
de gordura nas médias de motilidade espermatica, vigor, integridade e funcionalidade
de membrana plasmatica. Entretanto, houve diminuicdo da qualidade do sémen apos
48 horas de armazenamento (Tabela 1).

Tabela 1. Média dos parametros seminais avaliados a fresco e durante resfriamento de
sémen equino, diluido em leite UHT desnatado (LD), semidesnatado (LS) e integral (LI)
por48habs-°C

0 hora 24 horas 48 horas
LD LS LI LD LS LI LD LS LI

Parametro Fresco

Motil total % 63% 66,17 64,3 64,4 41,3 40,8° 42,3% 17,3¢ 17,6° 18,4

Vigor 220 23 220 222 17° 1,7° 1,7° 1,0¢ 09¢ 0,9
HOST % _ 489° 47,1° 47,° 358> 348> 356° 17,4 16,5 18,6
CEDA/PI % _ 776° 76,7 74,7% 70,5 67,8 655> 42,5¢ 39,0° 38,0

Médias de motilidade total (Motil total%), vigor (1 a 5), funcionalidade de membrana (HOST %), e
integridade de membrana (CFDA/PI %). LD: Leite desnatado; LS: Leite semidesnatado; LI: Leite integral.
Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenga significativa P<0,05

Meirelles et al."® analisaram sémen diluido em leite desnatado contendo 0,5% de
gordura e 0,1% de gordura e concluiram que o leite que apresentava maior indice
de gordura teve uma diminui¢cdo na motilidade. Os autores sugerem que a queda da
motilidade esta relacionada a maior quantidade de gordura, a qual provocaria uma
maior aglutinacdo dos espermatozoides. Diferente do estudo de Meirelles et al."®), as
variaveis estudadas neste trabalho ndao apresentaram diferenca. Da mesma forma,
Householder et al.'®sugerem a utilizacdo do leite desnatado como diluente em sémen
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refrigerado, devido a facilidade de preparacao da amostra para analise no microscopio
para um exame subjetivo, uma vez que, quando se utiliza leite integral, as goticulas de
gordura podem prejudicar a interpretacdo da motilidade. No entanto, neste estudo
ndo se observou diferenca na avaliacdo da motilidade quando foram utilizados leites
com diferentes concentrac¢des de gordura.

Tendo em vista que cada garanhdo possui caracteristicas individuais distintas, Province
et al.'” propdem que a escolha do diluente deve ser baseada, entre outros aspectos,
nas caracteristicas dos animais, pois, segundo os autores, nao ha um diluente que seja
ideal para utilizacdo em todos os garanh8es com a mesma efetividade final.

Segundo Samper et al.®, o indice de prenhez das éguas é altamente dependente da
fertilidade do sémen refrigerado, sendo utilizada uma porcentagem de motilidade > 35%
para aplicacdo da técnica convencional de insemina¢do no corpo uterino da égua.
O estudo realizado ndao demonstrou diferenca na motilidade dos garanhdes nas 24
horas, (Tabela 1). Neste aspecto, LeFrapper et al.'? cita a necessidade de identificar
diluentes que possam manter a motilidade adequada por mais de 24 horas a 5 °C.
A industria de produtos equinos, ciente dessa necessidade do mercado, investiu no
desenvolvimento de diluentes para utilizacdo de diferentes garanhdes com base no
melhor aproveitamento das caracteristicas individuais de cada animal. Diante disso,
notou-se no experimento I, conforme a Tabela 2, que o diluente Botusemen Special®
(BSS), quando comparado aos diluentes leite desnatado UHT (LD) e Botusemen® (BS),
promoveu uma maior longevidade dos espermatozoides principalmente entre 24 e 48
horas de refrigeracao.

Tabela 2. Média dos parametros seminais avaliados a fresco e durante resfriamento de
sémen equino, diluido em leite UHT desnatado (LD), Botusemen® (BS) e
BotusemenSpecial® (BSS) a 5 °C
0 hora 24 horas 48 horas
LD BS BSS LD BS BSS LD BS BSS

Motil total % 63,66 68,3 68,3* 67,6° 458° 47,3 551° 11,6° 23,69 38,6

Parametro Fresco

Vigor 2,78 29* 29 276%® 21« 22¢d 24c 09° 1,5¢ 1,8
HOST % 54,7 54,7 46,1° 37,2¢ 33,3 46,1° 20,2¢ 20,19 34,7¢
CFDA/PI % 74,12 74,13 70,1%® 59,9« 5274 651°¢ 33¢ 28,5¢ 53,3d

Médias de motilidade total (Motil total%), vigor (1 a 5), funcionalidade de membrana (HOST %) e
integridade de membrana (CFDA/PI) dos diluentes: leite desnatado (LD), Botusemen® (BS) e Botusemen
Special® (BSS). Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativa P<0,05

Nao houve diferenca nas primeiras 24 horas de motilidade total, porém, houve
diferenca nos seguintes testes: na funcionalidade de membrana (HOST), LD (37,2%),
BS (33,3%), BSS (46,1%), e no teste de integridade de membrana (CFDA/PI) (59,9%), BS
(52,7%), BSS (65,1%), conforme demonstrado na Tabela 2. Em todos os testes realizados,
houve uma maior manutencdo da qualidade espermatica quando se utilizou o diluente
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industrializado BSS nas 48 h, diferente do leite desnatado UHT, que foi semelhante
aos demais até as 24 horas, e do BS que se apresentou similar ao leite desnatado no
mesmo periodo. Ressalta-se aqui que o diluente industrializado BSS apresentou em
48 horas indices similares de funcionalidade de membrana aos indices apresentados
pelos diluentes LD e BS em 24 h de refrigeracao (Tabela 2).

Uma das hipdteses para a varia¢do significativa nos testes de viabilidade da célula
espermatica durante 48 horas de refrigeracao a 5 °C para o diluente BSS em relacao
ao BS pode se dever a sua composicdao que, segundo as especificacdes do fabricante,
tem substancias responsaveis pela maior viabilidade espermatica. Ainda assim, ha
necessidade de estudos mais aprofundados com animais de padrdes espermaticos
diferenciados para constatar a influéncia dessas substancias e obter niveis aceitaveis
para a fertilizacao equina.

Conclusao

Este estudo demonstrou que é possivel a utilizacdo de leite UHT desnatado, assim
como semidesnatado ou integral como diluentes de sémen equino, com manutencao
da viabilidade da célula espermatica em até 24 horas na refrigeracao a 5 °C. No entanto,
o diluente industrializado, principalmente o Botusemen Special®, se mostrou superior
aos demais diluentes utilizados, leite UHT desnatado e Botusemen®, na manutencao
de viabilidade entre 24 e 48 horas. Ja 0 Botusemen® apresentou parametros similares
ao diluente leite UHT desnatado.

Com base nos parametros encontrados nos experimentos | e Il deste estudo, conclui-se
gue o leite UHT, independentemente do tipo, pode ser utilizado como diluente para as
primeiras 24 horas de refrigeracao, porém quando for necessaria refrigeracao por até
48 horas, o diluente industrializado se mostrou mais adequado.
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