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RESUMO

A inseminacdo artificial € uma tecnologia fundamental para a produgdo animal. A
necessidade de preservacdo do sémen para uso posterior é uma exigéncia para 0 progresso
desta técnica. O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica sobre a
tecnologia dos diluentes empregados para 0 sémen equino, desenvolvida no INRA (Instituto
Nacional de Pesquisa Agronémica - Franga). A tecnologia utilizada atualmente néo foge muito
do que se fazia para a conservacdo dos espermatozoides nas décadas de 40 e 50 do século
passado. Esses estudos revelaram o potencial de preservacdo do sémen ao longo das horas
principalmente de dois produtos de origem animal: a gema do ovo e o leite. Hoje se pretende
obter um meio para a criopreservacdo do sémen equino, mais seguro possivel em sua
formulacdo. Os estudos sdo direcionados no sentido da auséncia de produtos de origem
animal no diluente e na presenga de elementos menos variaveis e mais conhecidos quanto as
suas composicdes. Com esse objetivo, pesquisadores do INRA analisaram os efeitos de
fracdes do leite na sobrevivéncia dos espermatozoides equinos. E atualmente os esfor¢os sao

no sentido da substituicdo da gema do ovo por fosfolipideos arranjados como lipossomos.

Palavras-chave: Equino, inseminacéo artificial, diluente, leite, fosfolipideos.



ABSTRACT

Artificial insemination is a key technology for animal production. The need for
preservation of semen for later use is a requirement for progress in this technique. This study
objective is to review existing literature on the technology of extenders for equine semen
developed at INRA (National Institute of Agronomic Research - France). The technology used
today is not far from what was used in the spermatozoa conservation in thel940's and 50.
These studies revealed the potential of two main products of animal origin: egg yolks and
milk, which could preserve semen through hours or days. Nowadays, what is aimed is the
development of a means of freezing equine semen, as safe as possible in its formulation. The
studies are focused on eliminating animal products of the extender and in the use of less
variable elements with a better known composition. With this objective, the INRA researchers
analyzed the effects of milk fractions on equine spermatozoa survival. And efforts are also

concentrated on the replacement of egg yolk for phospholipids arranged as liposomes.

Key-words: Equine, artificial insemination, extender, milk, phospholipids.
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1 INTRODUCAO

O agroneg6cio cavalo gera 642,5 mil empregos diretos, ficando na frente de
segmentos como 0 comércio atacadista, correios e a indUstria automotiva. Os postos de
trabalho indiretos chegam a 2,6 milhdes. J& as exportacbes desta atividade em 2009
totalizaram US$ 27,4 milhGes, receita superior a de produtos como café torrado e cachaca
(CNA, 2010).

Nesse contexto, o uso de tecnologias como a inseminacdo artificial torna-se
fundamental, e a necessidade da preservacdo do sémen para posterior utilizacdo € uma
exigéncia para o progresso de alguns setores da equinocultura.

Os estudos nas décadas de 40, 50 revelaram o potencial de preservacdo do sémen ao
longo das horas, principalmente de dois produtos de origem animal: a gema do ovo e o leite.
Atualmente as investigacdes estdo direcionadas no sentido da auséncia de produtos de origem
animal no diluente e na presenga de elementos menos variaveis e mais conhecidos quanto as
suas composicoes.

O leite tem uma composicao variavel conforme a espécie animal, idade, estagio da
lactacdo, estacdo do ano, alimentacdo e condicGes de ordenha. Por isso, pesquisadores do
INRA (Instituto Nacional de Pesquisa Agronémica - Franca) analisaram os efeitos de fracGes
do leite na sobrevivéncia dos espermatozoides de equinos. Esses estudos levaram a utilizacéo
de uma fracéo do leite em diluentes comerciais substituindo o uso do leite UHT (BATELLIER
et al., 1997b).

Com relacdo a gema de ovo, atualmente ja é utilizado o plasma da gema do ovo
esterilizado como substituinte. Entretanto, ainda € um elemento de origem animal e que pode
sofrer variacfes. Com isso, evidéncias da participacdo de fosfolipideos exdgenos na protecdo
dos espermatozoides (QUINN et al., 1980) levaram a hipoOtese do uso de lipossomos nos
meios de preservacao do sémen equino criopreservado para substituir o uso da gema de ovo
(PILLET et al., 2009).
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2 HISTORICO

2.1 Da inseminac&o artificial ao uso dos diluentes

Os primeiros registros sobre a inseminacéo artificial sdo encontrados em um antigo
conto arabe datando de 1322. A historia diz que um chefe de uma tribo, que cobicava o
garanhdo de uma tribo rival, consegue obter o sémen deste garanhdo e inseminar uma égua
sua logrando entdo um produto saudavel e belo (ALLEN, 2005).

Entretanto, foi Spallanzani em 1784 quem teve os primeiros resultados devidamente
documentados através da inseminacdo artificial em cdes. Apos, Spallanzani, em 1897 Heape e
outros pesquisadores de diferentes nacionalidades comecaram a relatar o uso da inseminagéo
artificial em estudos com cées, equinos e coelhos (FOOTE, 2002).

A utilizacdo da tecnologia foi crescendo e a necessidade de preservagdo do sémen para
uso posterior se tornou uma exigéncia para o progresso da inseminacao artificial. Phillips e
Lardy (1940) estdo entre os pioneiros no desenvolvimento dos diluentes. Com o objetivo de
criar um meio nutritivo que mantivesse o0 sémen bovino vidvel por alguns dias, eles
desenvolvem uma formula para diluir o sémen baseada na gema de ovo tamponada com
solucéo de fosfato de sodio e fosfato de potéssio (gema-fosfato).

Em 1941, baseados em estudos da época sobre a presenca de citrato na secrecdo das
glandulas sexuais dos animais e do homem e de que uma consideravel porcdo da capacidade
tamponante do sémen ser devido ao citrato, Salisbury (1941) prop6e um meio de preservacao
do sémen contendo gema do ovo tamponado com solucéo de citrato de sodio. Além de propor
0 meio de conservacao, Salisbury faz uma comparagdo entre 0s meios gema-citrato e gema-
fostato, proposto por Phillips e Lardy (1940). Os resultados da comparacdo mostraram uma
melhor preservacdo da motilidade in vitro, a partir do sexto dia de conservacdo e a auséncia
de diferencas significativas entre o uso dos dois diluentes nos resultados in vivo. De qualquer
maneira, 0 meio citrato-gema apresenta a vantagem de ndo necessitar a rediluicdo do sémen
para a analise microscopica, 0 que em meio gema-fosfato é imprescindivel, pela
impossibilidade de visualizacdo dos espermatozdides neste meio.

No final da década de 1940, os estudos de Foote e Bratton (1949), comprovados por
Vandemark (1950), ddo mais um passo na evolucdo da técnica, a partir do momento em que
comprovam que a diluicdo deve ser realizada antes do resfriamento para se obter melhores
resultados. Nesse mesmo periodo se discute a mudanca terminolégica que vem a ocorrer, na

qual se adota a palavra extender em substituicdo a palavra diluter e é também quando
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comegam 0s estudos (ALMQUIST et al, 1949) da adicdo de antibidticos e os efeitos sobre a
viabilidade do sémen e o controle bacteriano.

Um pouco mais tarde, surgem os primeiros resultados que fornecem possibilidades de
utilizacdo do leite como diluente do sémen bovino, publicados por Michajilov, em 1950, da
antiga Tchecoslovaquia (THACKER E ALMQUIST, 1953). Thacker e Almquist, com o
objetivo de produzir um diluente mais econdmico, préatico e de facil preparacéo, realizaram a
comparagdo entre o diluente a base do leite bovino e o gema-citrato e ndo encontraram
diferencas significativas tanto com relacdo a parametros de fertilidade in vitro como in vivo

entre 0S meios.

3 LEITE

O leite tem uma composicdo variavel conforme a espécie animal, idade, estagio da
lactacdo, estacdo do ano, alimentacdo e condicdes de ordenha. Todavia, levando em
consideracdo o leite UHT que é fruto de uma mistura originaria de varios animais, ele tem
uma composicdo mais estavel. O leite consiste basicamente em uma emulsdo de gordura em
uma solucdo aquosa contendo proteinas, lactose, sais minerais e pequenas quantidades de
enzimas e vitaminas (BATELLIER, et al., 1997b).

Entre os primeiros estudos que trazem algumas informacdes sobre quais 0s
constituintes do leite que implicariam nas propriedades de conservacdo do sémen, a baixa
temperatura (4°C) ou crio preservacdo, estdo os realizados em 1954 na Pensilvania
(ALMQUIST et al). Neste estudo, ja se verificou a inexisténcia de diferencas significativas
quanto a qualidade do sémen conservado em leite desnatado ou em leite integral, o que ja
evidenciava ndo serem os lipideos do leite responsaveis pelas suas propriedades protetoras
(BERGERON E MANJUNATH, 2006).

A hipotese de que sdo as micelas da caseina as principais responsaveis pelo efeito crio
protetor do leite é bem aceita. Ha relatos de estudos que demonstram que as micelas de
caseina isoladas do leite podem proteger o sémen refrigerado de diferentes espécies animais e
adicionadas de glicerol podem conservar o sémen bovino congelado (BERGERON E
MANJUNATH 2006).

3.1 Fracionamento do leite

Baseado nas evidéncias de que determinadas partes do leite seriam as responsaveis
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pela criopreservagdo, pesquisadores do INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique) analisaram os efeitos de fragdes do leite na sobrevivéncia dos espermatozoides
equinos. Esse experimento passa a ser descrito mais detalhadamente (BATELLIER et al.,
1997h).

3.1.1 Os experimentos com as fragGes do leite

Em todos os experimentos realizados no INRA foram utilizados oito garanhdes de
fertilidade comprovada, com todos os ejaculados com motilidade acima de 60 %. Cada
experimento foi conduzido com no minimo seis ejaculados de cada garanhdo (BATELLIER et
al.,1997b).

O fracionamento do leite foi realizado através de membranas de microfiltracdo. As
fracbes foram obtidas do leite cru desnatado e purificado através de uma membrana de
microfiltracdo com poros de didametro de 1,4 microm (BATELLIER et al., 1997b, p. 25).

Afigura 1 descreve a obtencdo das fracdes do leite (BATELLIER et al., 1997b).

207
lait écréme cru —® =it UHT
I min

micrafiliration (01 um)

2

SonC .
microfiltrat ———#= mggﬂlﬁtgat
phosphocaséinate natif 30 min
/ \ wltrafiliration (3000 Da)
caséine & / Loz
30 min
ultrafiltrat
e
caséine ultrafiltrat chauffé
protéines solubles
caséing & \
‘ fi-lactoglobuline
. Lo o-lactalbumine
fraction enrichie (LAE)
en phospholipides

Figura 1: Demostrativo das frages obtidas do leite.
Fonte: BATELLIER et al (1997Db).
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Batellier et al (1997b) descreve a obtencéo das fracGes do leite (Figura 1) conforme o

que segue abaixo:

1.
2.

Um aquecimento a 90°C por 30 minutos permitiu a obtencao do Leite UHT.

Através de uma microfiltracdo (0,1 microm) se obteve o fosfocaseinato nativo
(PIERRE, 1992).

Da fracdo fosfocaseinato nativo pdde purificar-se a caseina beta, ja a caseina alfa e
kapa, também presentes na fracdo fosfocaseinato nativo, foram obtidas a partir da
empresa Sigma.

A partir do microfiltrado pode-se obter o microfiltrado aquecido (90°C por 30
minutos) e realizar a ultrafiltragéo.

Na ultrafiltracdo sdo separadas as proteinas sollveis: alfa lactalbumina e beta
lactalbumina, e se obteve o ultrafiltrado aquecido (90°C por 30 minutos).

A alfa lactalbumina utilizada nos experimentos foi de trés origens distintas. Uma
proveniente do soro do leite cru desnatado através da coagulacdo enzimatica das
caseinas (LAA). A outra através da microfiltracdo e ultrafiltracdo do leite cru
desnatado (LAB). E a terceira, testemunha ou controle, obtida da empresa Sigma
(LAS).

3.1.2 Diluentes de referéncia e novos diluentes testados

Os meios para preservacdo do sémen utilizados foram divididos em dois grandes

grupos. Os diluentes que serviram de referéncia ou controle e 0s novos meios propostos a
partir do fracionamento do leite desnatado cru (BATELLIER et al., 1997b, p. 30).

Os diluentes utilizados como referéncia sdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3:

Leite desnatado UHT.

INRA 82, constituido por metade leite desnatado e a outra metade por uma solugédo
contendo citrato e glicose.

HGLL.: solucdo de sais de Hank's, glicose (67 mM), lactose (126 mM), suplementada
ou ndo por BSA (1%).

HH, solucdo de sais de Hank's adicionada de HEPES (solucdo tampdo) e

suplementada com BSA (1%).



Tabela 1: Reagentes do diluente comercial INRAS2.

14

Constituinte Quantidade
Leite UHT desnatado 500 ml
Glicose C6H1206 25¢
Lactose C12H22011, H20 159
Rafinose C18H32016, 5 H20 159
Citrato de sodio Na3C6H507, 2 H20 0,259
Citrato de potassio K3C6H507, H20 0,41g
HEPES C8H18N204S 4,76 g
Agua destilada gsp 1000 ml
Fonte: Adaptado de BATELLIER et al (1997b).

Tabela 2: Reagentes do diluente Hank’s Glicose Lactose Lactose (HGLL).
Constituinte Quantidade
CaCl2 0,14 ¢
KCI 0,44
KH2PO4 0,06 g
MgS0O4, 7 H20 02g
NaCl 1,259
Na2HPO4, 12 H20 0,118 g
NaHCO3 0,359
HEPES 4,76 g
Glicose C6H1206 13,219
Lactose C12H22011, H20 45,399
Agua destilada gsp 1000 ml

Fonte: Adaptado de BATELLIER et al (1997b).
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Tabela 3: Reagentes do diluente Hank’s Hepes (HH).

Constituinte Quantidade
CaCl2 0,14 ¢
KCI 044
KH2PO4 0,069
MgS04, 7 H20 0,24
NaCl 89
Na2HPO4, 12 H20 0,118 g
NaHCO3 0,359
Glicose C6H1206 19
HEPES 4,76 g
Agua destilada gsp 1000 ml

Fonte: Adaptado de BATELLIER et al (1997Db).

Ja 0s novos meios propostos a partir dos resultados do fracionamento do leite foram
agrupados em dois grupos. O primeiro grupo foi das fracGes liquidas diretamente utilizadas
como diluentes, suplementadas ou ndo. Sdo eles: leite desnatado cru; leite desnatado apos
aquecimento por 30 minutos a temperatura de 90°C; o microfiltrado; microfiltrado apos
aquecimento por 30 minutos a temperatura de 90°C; ultrafiltrado aquecido (por 30 minutos a
temperatura de 90°C) ou ndo, suplementado ou ndo por 1% de BSA, suplementado ou nédo
pela fracdo PPCN (fosfocaseinato nativo), suplementado ou ndo por glicose (67 mM).

O segundo grupo se constitui das fracbes protéicas sob a forma seca utilizadas em
diferentes concentracfes, individualmente ou misturadas, suplementando um diluente
composto a base de HGLL. Entéo, as fracbes sdo: PPCN (fosfocaseinato nativo), as caseinas
alfa, beta e kappa, a beta-lactoglobulina, a fracdo rica em fosfolipideos e a alfa-lactalbumina
(BATELLIER et al., 1997b, p. 31). A apresentacdo dos diluentes propostos a base de HGLL se
deu da seguinte maneira: HGLL-fracdo (X g/l).

Em todos os diluentes formulados, o pH e a osmolaridade foram medidos e, havendo
necessidade, adequados as condicdes ideais, pH 7,1 e 280 a 300 mosm. Apds a composicao
dos diluentes, foi adicionado penicilina e gentamicina antes do congelamento para

conservacao e uso ao longo dos experimentos propostos.

3.1.3 Anélise fisico-quimica e impurezas nas fracoes do leite
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Foi realizada uma analise fisico-quimica das fragdes liquidas do leite, a qual é
apresentada no quadro abaixo.

Tabela 4: Anélise fisico-quimica das fragoes liquidas do leite.

Diluente Nitrogénio total x Lactose (g/L) Osmolaridade (mosm) pH
6,38 (g/kg)

Leite desn. Cru 35 50 272 6,8

Microfiltrado 4,9 50 262 6,7

Microfiltrado aquec. 3,8 50 263 6,7

Ultrafiltrado 1,9 47 253 6,7

Fonte: Adaptado de BATELLIER et al (1997b).

Alem da anélise fisico-quimica, também foi realizada uma analise através de géis de
eletroforese, o que evidenciou a presenca de impurezas. Na fracdo PPCN ficou demonstrada a
presenca majoritaria de caseinas (conforme o objetivo da microfiltracdo), mas também a
contaminacdo com beta lactoglobulina, BSA e outras proteinas de alto peso molecular. Nas
fracbes de caseina alfa, beta e kapa, ao se examinar em uma primeira coloracdo (blue de
coomasie), elas se apresentavam aparentemente purificadas, porém em nitrato de prata, que
permite a coloracdo de um maior nimero de bandas protéicas, foi verificada a presenca de
proteinas de alto peso molecular e beta lactoglobulina na fracdo caseina kapa (BATELLIER et
al., 1997b, p. 44).

O microfiltrado contém uma pequena quantidade de caseinas e todas as outras
proteinas presentes no leite desnatado cru utilizado na mesma proporcdo. A fracdo alfa
lactaloumina apresentou-se contaminada por uma quantidade importante de beta
lactoglobulina.

E em ambas as coloracdes, blue de coomasie e nitrato de prata, ndo foi evidenciada a

presenca de proteinas na fracdo ultrafiltrado.

3.2 Experimentos com as fracGes do leite

3.2.1 Experimentos iniciais

Uma série de experimentos iniciais foi conduzida na tentativa de uma primeira
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identificacdo das fragdes do leite mais implicadas na preservacdo do sémen (figuras 2). Esses

resultados direcionaram a proposi¢cdo de novos experimentos (BATELLIER et al., 1997b, p.
48).

) a
dilpurs lait THT 2h
téranins b
HOLL-B3A (1%) a
— -_||:
lait éerérud e |——
_ j — B :c
filtrat
rodcrofiltra b c 74 15°C
ultrafiltrat ab
c
ultrafiltrat-BS4 (1%) L
0 10 20 30
¥ spermatozoides rapides

Figura 2: Porcentagem de espermatozoides rapidos ap6s conservagdo durante 48 horas a 4°C ou a
15°C nas fraces liquidas do leite.
Fonte: BATELLIER et al (1997b).
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n 10 20 30 40
e spermatozoides rapides

Figura 3: Porcentagem de espermatozoides rapidos apos conservagdo durante 48 horas a 4°C ou a
15°C nas fracdes do leite PPCN e proteinas sollveis.
Fonte: BATELLIER et al (1997b).
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Figura 4: Porcentagem de espermatozoides rapidos apés a conservagdo durante 48 horas a 4°C ou a
15°C nas fraces do leite alfa lactalbumina, beta lactoglobulina, PPCN e caseina beta.
Fonte: BATELLIER et al (1997b).

As diferencas entre o leite desnatado cru (morte dos espermatozdides) e leite UHT
levaram a estudos sobre os efeitos de diferentes tratamentos térmicos em relagdo as
propriedades conservadoras do leite.

A presenca de efeitos negativos de determinadas fracbes (alfa lactalbumina,
microfiltrado e ultrafiltrado) conduziram a busca na determinacdo dos mecanismos de acéo
desses efeitos. Os efeitos positivos da fragdo PPCN possibilitaram a busca da otimizagéo
dessas propriedades.

E o efeito intermediario de duas fracdes, beta lactoglobulina e caseina beta, também

permitiram a investigacdo da possibilidade de otimizacédo desses efeitos.

3.2.2 Tratamento térmico

O experimento delineado para verificacdo de um adequado tratamento térmico para a
utilizacdo do leite como diluente seguiu um grau de temperatura no qual cada uma delas
corresponde a inativacdo de determinadas enzimas. Foi verificado que é necessaria uma
temperatura de 90°C para se destruir os elementos termo-sensiveis toxicos ao sémen equino

presentes no leite.
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Figura 5: Porcentagem de espermatozoides rapidos apds conservacdo durante 48 horas a 4°C no leite
submetido a diferentes tratamentos térmicos.
Fonte: BATELLIER et al (1997b).

3.2.3 Ultrafiltrado

Quanto ao ultrafiltrado, trés hipoteses sdo passiveis de serem consideradas QUANTO
aos seus efeitos negativos: a presenca de elementos danosos ao sémen, auséncia de elementos
favoraveis a conservagdo ou ambos (BATELLIER et al., 1997b, p. 50).

Entdo, alguns experimentos foram realizados na tentativa de esclarecer um pouco 0s
efeitos do ultrafiltrado sobre os espermatozoides. Através da formulacdo do meio
ultrafiltrado-BSA (1%), ajuste do pH e da osmolaridade e suplementacdo com glicose, nada
pode se constatar quanto aos possiveis efeitos do ultrafiltrado sobre os espermatozoides nas
48 horas a 15°C (BATELLIER et al., 1997b, p. 51).

Entretanto, quando o meio ultrafiltrado-BSA foi suplementado com PPCN, foi
determinado que existe um componente toxico aos espermatozoides na conservacdo a 15°C,
pois as propriedades protetoras do PPCN ndo foram verificadas. 1sso ndo ocorreu aos 4°C.
Acredita-se que devido aos espermatozoides apresentarem um metabolismo mais lento aos
4°C, eles ndo sofrem os efeitos dessa toxicidade (BATELLIER et al., 1997b, p. 51-52).

3.2.4 Proteinas solaveis e beta lactoglobulina

O préximo passo na sequéncia de experimentos, visando um meio de conservacdo com

elementos mais definidos, foi a verificacdo da acdo das proteinas solUveis (Tabela 5) e da

beta lactoglobulina no meio base HGLL conservando o sémen nas temperaturas de 4°C e
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15°C (BATELLIER et al., 1997b, p. 56).

Os comparacgdes feitas entre diferentes concentragdes de proteinas sollveis e beta
lactoglobulina no meio base HGLL mostraram que as concentragdes ideais para a conservagao
do sémen a 4°C séo, respectivamente: 20 g/L (4 vezes mais que a concentracao encontrada no
leite), 45 g/L (16 vezes a concentracdo presente no leite). Para uma conservacéo a 15°C, as
concentragdes ideais sdo: 6 g/L de proteinas sollveis (a mesma encontrada no leite) e 15 g/L
de beta lactoglobulina (6 vezes a concentracdo original do leite). Apenas a concentracao ideal
de beta lactoglobulina p6de permitir a obtencéo de resultados superiores aos encontrados no
leite, as outras concentragOes ideais ndo superaram o0s resultados obtidos com o leite
(BATELLIER et al., 1997b, p. 59).

Tabela 5: Proteinas solliveis do leite.

Proteinas Soluveis Concentragéo g/L
R-lactoglobulina 2,7
a-lactalbumina 1,2
BSA 0,25
Immunoglobulinas 0,65
Proteoses peptonas 0,6
TOTAL 54

Fonte: Adaptado de BATELLIER et al (1997b).

3.2.5 Alfa lactalbumina

A seguir procedeu-se a analise do efeito negativo encontrado com a fracdo alfa
lactaloumina nos estudos preliminares. Como estes estudos revelaram uma possivel
toxicidade da alfa lactalbumina, buscou-se primeiro verificar se essa diminuicdo no parametro
motilidade (spermatozoide rapides) é acompanhada de algum prejuizo para a vitalidade da
célula (BATELLIER et al., 1997b, p. 60).

Para tanto, através de uma coloracdo de eosina foi parcialmente elucidada a toxicidade
da alfa lactalboumina. Essa toxicidade se traduz em uma diminuicdo dos espermatozoides
rapidos associada a modificacdes de permeabilidade de membrana. A concentracdo da alfa
lactalboumina no meio diluente influenciou a porcentagem de espermatozdides afetados pelo
efeito toxico (BATELLIER et al., 1997b, p. 61).

Entretanto, quando testada a toxicidade da alfa lactaloumina nos meios diluentes
HGLL-PPCN (27 g/L) e leite UHT, houve provavelmente uma inibicdo do efeito toxico e ndo

foram verificadas diferencas significativas entre as analises ap0s a conservagdo aos 4°C e aos
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15°C com ou sem alfa lactalbumina (BATELLIER et al., 1997b, p. 62).

A fracdo alfa lactalbumina (LAA) obtida através de coagulacdo enzimética das
caseinas é susceptivel a contaminacdo por macro peptideo da caseina (caséino macro
peptide). Dessa maneira, foi realizado um experimento para verificar a toxicidade da alfa
lactalbumina independente do macro peptideo da caseina. Os resultados apontaram que o
macro peptideo da caseina ndo possui efeito téxico e nem tdo pouco efeito protetor sobre a
sobrevivéncia dos espermatozéides. (BATELLIER et al., 1997b, p. 63)

3.2.5.1 As alfa lactalbuminas de diferentes origens

Ainda na busca de elucidar o efeito toxico da alfa lactaloumina, foram realizadas
algumas comparages entre alfa lactalbuminas de diferentes origens. Como descrito
anteriormente, uma alfa lactalbumina era proveniente do soro do leite cru desnatado através
da coagulacdo enzimatica das caseinas (LAA). A outra através da microfiltracdo e
ultrafiltracdo do leite cru desnatado (LAB). E a terceira, testemunha ou controle, obtida da
empresa Sigma (LAS).

O primeiro estudo comparativo mostrou que a LAB e a LAA sdo prejudiciais a
sobrevivéncia dos espermatozdides proporcionalmente a suas concentracées no meio diluente
base (HGLL), ja a LAS ndo apresentou toxicidade em nenhuma das concentracées testadas (1
g/L e 10 g/L) (BATELLIER et al., 1997b, p. 64).

O segundo experimento foi conduzido no sentido de verificar as alteracbes de
membrana nos espermatozoides apds a incubacdo no meio HGLL suplementado com as
diferentes alfa lactalouminas. O método utilizado foi com a PSA (Pisum Sativum
Agglutinine), no qual ha a marcacdo da presenca ou nao do acrossoma. Assim se percebeu que
as alteracdes de acrossoma foram significativamente superiores nos meios suplementados
com LAA e LAB gue no meio suplementado com LAS e no controle (BATELLIER et al.,
1997b, p. 66).

Ainda foi realizada uma analise descritiva qualitativa por intermédio de microscopia
eletrbnica dos espermatozoides apds 6 horas de incubacdo no meio HGLL-LAA confirmando
as alteracGes de acrossoma verificadas no estudo anterior (BATELLIER et al., 1997b, p. 66).

Outra comparacdo realizada entre as alfa lactalbuminas foi quanto ao influxo de célcio
(marguage a l'iodure de propidium). A ocorréncia do influxo de célcio pode indicar uma
morte celular por apoptose. Normalmente, o influxo de célcio é uma etapa da capacitacédo

espermatica, o que quando ndo ocorre a fecundacdo leva a rapida morte espermatica
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(BATELLIER et al., 1997b, p. 67).

Nesse teste foi observado que, a partir de uma hora de conservacdo, o0 meio HGLL-
LAA (1g/L) apresenta uma maior porcentagem de espermatozdides mortos em relagdo aos
outros meios contendo as alfa lactalbuminas de diferentes origens. Essa diferenca é acentuada
quando se examina os resultados as 6 horas de conservacdo (BATELLIER et al., 1997b, p.
67).

J& estudos da concentracdo de calcio intracelular mostraram haver uma menor
presenca de célcio intracelular nos espermatozoides mortos do que naqueles que permaneciam
vivos, de acordo com os testes realizados (IP — I'iodure de propidium - correlacionado com
marcacao pelo Fluo3 — AM) (BATELLIER et al., 1997b, p. 69).

Considerando as evidéncias de que multimeros de alfa lactalbumina levam a apoptose
celular, alguns experimentos foram conduzidos na busca de identificar esses multimeros nas
diferentes alfa lactalbuminas. E foi verificado diferentes concentrages de multimeros nas
alfa lactalbuminas de diferentes origens. E essas diferencas foram relacionadas a perda da
fertilidade em espermatozoides conservados em meios com maior concentracdo de
multimeros de alfa lactalbumina (BATELLIER et al., 1997b, p. 69-71).

Entretanto, através de estudos para deteccdo de alteracbes no DNA e, dessa maneira,
caracterizacdo da morte celular, ndo foi possivel caracterizar a morte induzida por multimero
de alfa lactalboumina como apoptose celular. Ou seja, a morte celular ocorre de outra forma,
mas ndo através de apoptose (BATELLIER et al., 1997b, p. 72-73).

3.2.6 Fosfocaseinato nativo e caseina beta

Partindo dos resultados preliminares que indicaram um efeito positivo na conservacao
dos espermatozoides por parte da fracdo fosfocaseinato nativo (PPCN) e um efeito
intermediario por parte da caseina beta, foram realizados experimentos no sentido de otimizar
a utilizacdo dessas fracdes (BATELLIER et al., 1997b, p. 74).

Foram testadas diferentes concentracdes dessas fracbes no meio base (HGLL) e,
segundo os resultados obtidos, foi verificado que a suplementacdo com PPCN a uma
concentracdo 27 g/L mostrou-se como a mais eficaz (BATELLIER et al., 1997b, p. 74-77).

J4 os testes realizados com a caseina beta ndo levaram a resultados satisfatorios
(BATELLIER et al., 1997b, p. 79).

3.2.7 Mistura das trés caseinas do leite
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Como ndo houve um efeito positivo da beta caseina sozinha adicionada ao meio base,
foi testado o efeito da mistura das trés principais caseinas do leite na preservacdo dos
espermatozoides (alfa, beta e kapa). Assim os resultados mostraram ndo haver uma melhora
no meio de conservacdo com a adi¢do da mistura das caseinas principais. Entretanto, ha uma
ressalva por parte dos autores destacando que as caseinas alfa e kapa sao desnaturadas quando
purificadas, o que pode afetar as suas fungdes como elementos componentes do diluente
(BATELLIER et al., 1997b, p. 80).

3.2.8 Fracdo rica em fosfolipideos

O proximo passo foi testar a adicdo da fracdo rica em fosfolipideos do leite na mistura
das trés principais caseinas. O que foi realizado com o objetivo de examinar se essa mistura
poderia restaurar a protecdo presente no meio com PPCN. E conforme os testes realizados, a
mistura das caseinas com a fracdo rica em fosfolipideos ndo levou a protecdo obtida com o
meio HGLL-PPCN (BATELLIER et al., 1997b, p. 81).

Entretanto, devido a resultados indicando um incremento na motilidade a partir do
acréscimo dos fosfolipideos em relagéo ao controle, foram realizados experimentos no sentido
de verificar o efeito da fracdo rica em fosfolipideos quando adicionada aos meios base (HGLL
e HGLL-BSA). Dessa maneira, o fracdo rica em fosfolipideos se mostrou efetiva na protecao
dos espermatozoides a temperatura de 4°C e com melhores resultados na concentracdo entre 5
e 10 g/L (BATELLIER et al., 1997b, p. 81-83).

3.3 Estrutura micelar nativa das caseinas

A seguir foram realizados tratamentos com quelantes para a destruicdo progressiva da
estrutura micelar nativa das caseinas em diferentes meios propostos e medidos os pH's e as
osmolaridades dos meios. Apos essa medicdo, foi verificada a capacidade de preservacéo dos
diferentes meios, excluindo os meios com pressdo osmotica superior a 350 mosm e pH fora
do intervalo 5,9 — 7,4. E os resultados obtidos indicam que a estrutura micelar nativa das
caseinas ndo exerce um papel decisivo no efeito positivo da fragdo PPCN na conservacdo do
sémen (BATELLIER et al., 1997b, p. 87).

Ainda com relacdo a participacdo das caseinas na preservacao do sémen, foi realizado

um estudo comparando o efeito da suplementacdo do meio HGLL com uma caseina comercial
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(sociedade sigma, C7078), caseinato de sodio e PPCN. Assim ndo foram observadas
diferencas significativas na conservacdo as temperaturas de 4°C e 15°C durante 96 horas,
entre as suplementagcdes com caseinato de sddio e PPCN, porém o meio contendo a caseina
C7078 apresentou sémen com motilidade inferior aos outros dois. JA nas 168 horas a
temperatura de 15°C, o meio suplementado com PPCN foi mais eficaz na preservacdo dos
espermatozdides em relacdo ao meio com caseinato de s6dio, 0 que revela uma participacdo
da estrutura micelar nativa das caseinas nesta temperatura (BATELLIER et al., 1997b, p. 88-
89).

3.4 Conservacao do sémen equino pela fracdo PPCN

No sentido de verificar se a conservacdo do sémen pela fragdo PPCN se da pelo
contato dos elementos da fragdo com o sémen, foi realizado um experimento com dois
compartimentos separados por uma membrana de dialise. Em um deles foi inserido sémen e
nos meios de referéncia (HGLL, HGLL-BSA..., além do controle - HGLL-PPCN 27¢g/L) e no
outro 0 mesmo meio base suplementado com PPCN (HGLL-PPCN 27g/L). Os resultados
mostraram que para a acdo da fracdo PPCN, ha necessidade do contato entre 0 meio e 0S
espermatozdides (BATELLIER et al., 1997b, p. 90).

Com relacdo a conservacdo do sémen no meio HGLL-PPCN (27 g/L) na presenca ou
auséncia de plasma seminal, pode se ver que a auséncia total de plasma seminal é prejudicial
para a sobrevivéncia dos espermatozoides (BATELLIER et al., 1997b, p. 92). Também néo
houve a identificacdo de caseinas ligadas as membranas da célula espermatica. Ainda foi
verificado que ndo ha o influxo de calcio induzido pela preservacdo do sémen no meio
contendo PPCN, apesar das caseinas serem ricas em célcio, o que é positivo, pois ndo ha a
inducdo da reacdo acrossomica. E, por fim, quanto a estrutura micelar nativa, pode se dizer
que ela ndo ¢é determinante, mas possui efeito benéfico aos espermatozoides.

Os experimentos sobre a participacdo da fracdo PPCN na preservacdo do sémen

equino resfriado comprovaram o seu efeito positivo na conservagao in vitro.
3.5 Experimentos in vivo
Uma série de experimentos de fertilidade in vivo foram realizados com 0 meio HGLL

suplementado com PPCN tendo como controle os meios diluente de Kenney e INRA82

comprovando os achados in vitro. Os resultados mostraram ainda uma melhora na fertilidade
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in vivo quando conservado o sémen no meio HGLL-PPCN a 15°C em relagdo a preservagao a
4°C (BATELLIER et al., 1997D, p. 94-99).

3.6 Um diluente para resfriamento de sémen equino

Esses experimentos envolvendo as frac6es do leite levaram a criagdo de um novo meio
de preservacdo do sémen equino resfriado, o INRA96. O uso de uma fracdo do leite e ndo do
leite UHT foi um importante passo na evolucdo dos diluentes INRA. Observe e compare a
composicao dos diluentes: INRA82 e o INRA9G.

INRAB82 é composto pelos seguintes elementos: 0,5 g/L de solucdo salina de glicose;
0,5 g/L de leite desnatado UHT; o pH é ajustado em 6,8; e ainda contém 50.000 Ul de
penicilina e 50mL de gentamicina por litro (PILLET et al., 2007).

O INRA96 e composto pelos seguintes elementos: solugdo de HGLL contendo sais de
Hank, glicose, lactose, tamponada por 4,76 g/L de tampdo de Hepes (Hepes buffer) e
suplementada com uma fragdo purificada de caseinas (native phosphocaseinate); o pH é
ajustado para 7,1; e ainda contém 50 000 Ul de penicilina, 50 mg de gentamicina e 0,25 mg
de amfotericina B por litro (PILLET et al., 2007).

4 UM DILUENTE PARA CONGELAMENTO DE SEMEN EQUINO

4.1 Comparacdo INRA82 x INRA96

O primeiros experimentos delineados no sentido de produzir um meio de conservagao
para 0 sémen equino congelado foram com o objetivo de avaliar a eficacia da congelacdo do
sémen equino no meio INRA96 enriquecido com glicerol e gema de ovo, tendo como controle
0 meio INRA82 também com adicdo de gema de ovo e glicerol (PILLET et al., 2007).

Os primeiros resultados deram origem ao INRA Freeze, produto comercial lancado no
ano de 2009. Entretanto, ainda se busca a formulacdo de um produto que contenha elementos
mais bem definidos e que ndo sejam de origem animal. Isto porque o INRA Freeze contém o
plasma da gema do ovo esterilizado, um elemento de origem animal e que pode sofrer

variacoes.

4.2 Glicerol e o plasma da gema do ovo esterilizado
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Quanto ao glicerol, as principais investigacdes sdo quanto a concentracdo ideal desse
elemento nos diluentes. Em 1949, um grupo de pesquisadores ingleses descobriu a capacidade
crioprotetora do glicerol. Suas tentativas na época estavam direcionadas para o uso de
acucares como crioprotetores e por um descuido realizaram esta descoberta. Os beneficios
para o desenvolvimento da inseminagdo artificial foram muito significativos (FOOTE, 2002).

J& com relacdo ao plasma da gema do ovo esterilizado, 0s estudos estdo direcionados
no momento para a substituicdo por fosfolipideos arranjados na forma de lipossomos.

4.3 Membrana plasmatica e fosfolipideos exdgenos

As membranas séo estruturas celulares particularmente vulnerdveis a criopreservagao.
O modelo basico de uma membrana bioldgica é o mosaico fluido, o que se aplica a membrana
do espermatozoide. Este modelo consiste em uma bicamada fosfolipidica com algumas
proteinas integrais que interagem com oligossacarideos e lipideos formando glicoproteinas e
glicolipideos anexados na superficie celular (SINGER e NICHOLSON, 1972).

Estudos comprovam que as mudancas na temperatura modificam as estruturas da
membrana celular através de alteracfes no estado fisico dos lipideos de membrana. Mudancas
na fase lipidica de estado liquido cristalino para estado gel (e vice-versa) sdo reconhecidas
como responsaveis por profundas mudancas nas propriedades das membranas (HOLT e
NORTH, 1986).

A presenca de fosfolipideos exdgenos previne os danos do congelamento causados a
membrana plasmatica dos espermatozoides. Em 1980 ja4 se estudava essa prevencédo
associando-se a presenca dos fosfolipideos na superficie da membrana plasmatica a

diminuicdo dos danos as membranas (QUINN et al., 1980).

4.4 Dos fosfolipideos exdgenos aos lipossomos

A participacdo de fosfolipideos exdgenos na protecdo dos espermatozdides levou a
hipdtese da utilizacdo de lipossomos nos meios de preservacdo do sémen equino congelado.

Os lipossomos fazem parte da uma area de pesquisa que vem se desenvolvendo muito
nos Ultimos anos, a nanotecnologia. Eles sdo formados por lipideos anfifilicos que,
normalmente, sdo fosfolipideos que séo arranjados em uma ou mais bicamada(s) lipidica(s)
concéntrica(s) e que guardam em seu interior um meio aquoso (PILLET et al., 2009).

Os lipossomos tém a caracteristica de formarem mais de um tipo de vesicula
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(diferentes em tamanho, estrutura e capacidade de encapsulamento), o que possibilita também
haver mais de um método de preparacao deles. Esta caracteristica possibilita basicamente trés
formas de apresentacdo dos lipossomos: MLV (Multi Lamellar Vesicles) vesiculas com mais
de uma lamela e didmetro acima de 200 nm, SUV (Small Unilamellar Vesicles) vesiculas com
apenas uma lamela e com didmetro entre 20 e 200 nm e LUV (Large Unilamellar Vesicles)

vesiculas com apenas uma lamela, mas com diametro acima de 200 nm (PILLET et al., 2009).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A inseminacdo artificial é fundamental para a producdo animal. A necessidade
de preservacdo do sémen para uso posterior € uma exigéncia para o0 progresso desta técnica.
Isso faz com que o desenvolvimento da tecnologia dos diluentes tenha uma importancia
significativa nesse contexto.

Sabe-se que algumas associagOes de raga equina ndo permitem o uso da
inseminacdo artificial. Entretanto, o conhecimento originario do uso de tecnologias da
reproducdo beneficia a equinocultura como um todo. Ademais, quando € permitida a
utilizacdo desses processos, eles se tornam de extrema importancia para a selecdo animal e
melhoramento genético da raga.

O direcionamento das investigacfes do INRA segue dois objetivos: produzir
um diluente composto por elementos que ndo sejam de origem animal e consequentemente
obter uma formulagdo de diluente com elementos que sofram a menor variagcdo possivel em
sua composicao.

Esses objetivos levaram ao estudo aprofundado principalmente de dois
produtos de origem animal usados na composicdo de diluentes na preservacdo do sémen: o
leite e a gema do ovo. As investigacfes nesse sentido trouxeram e trazem importantes
beneficios para o desenvolvimento dos diluentes. Seguranca no produto final; a possibilidade
de se eliminar elementos danosos aos espermatozoides, assim como otimizar a utilizacdo de
meios que beneficiam a preservagdo do sémen; a possibilidade de obtencao de elementos para
a preservacdo do sémen de outras origens e ndo a animal.

Enfim, significativas contribui¢cbes vém sendo dadas a inseminacédo artificial

equina por esta linha de pesquisa desenvolvida pelo INRA.
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