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AVANZI, B.R. Efeito da concentracdo espermatica e da metodologia de
inseminacdo artificial com sémen equino congelado. 2010. 66f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Resumo

A utilizagdo de sémen criopreservado na reprodugcdo de equinos depara-se
com obstaculos como: variabilidade entre garanhdes e ejaculados ao processo
de criopreservacao, taxas de prenhez inferiores ao sémen fresco e refrigerado,
manejo mais trabalhoso e oneroso das éguas e auséncia de padrbes de
gualidade na distribuicdo e comercializacdo do sémen. Neste trabalho foram
realizados dois experimentos, no qual primeiramente, avaliou-se o efeito de
diferentes concentracdes espermaticas em palhetas de 0,5 mL (100, 200 e 400
x 10° de espermatozoides totais/mL) sobre algumas variaveis de qualidade
seminal pés-descongelacdo como: parametros de cinética espermatica através
de andlise computadorizada, integridade de membrana plasmatica e
resisténcia a peroxidacdo lipidica. Posteriormente, realizou-se um estudo
comparativo entre a inseminagdo pos-ovulacdo e a inseminagcdo em tempo
pré-determinado, avaliando-se os resultados de concepcéo e acumulo de fluido
intra-uterino pos-inseminacdo. Ao empregar a metodologia de inseminacao
pos-ovulacdo, realizou-se uma unica inseminacao dentro do intervalo de até 6
horas pés-ovulagdo com 800x10° de espermatozéides totais e para o método
programado, realizaram-se duas inseminacfes apdés 24 e 40 horas pos-
inducdo da ovulagdo, com 400x10° de espermatozéides totais cada. Foi
observado efeito significativo da concentracdo espermatica (p<0,05) sobre
algumas variaveis de cinética espermatica como: motilidade total, motilidade
progressiva, velocidade ao longo de uma trajetéria média, velocidade
progressiva, velocidade curvilinear, freqiéncia de batimento flagelar e
espermatozoides rapidos, com superioridade para a criopreservacdo em
concentracfes mais baixas. No entanto, para as variaveis de integridade de
membrana plasmatica e resisténcia a peroxidacdo lipidica nao foram
evidenciados efeitos significativos. Em relacdo aos métodos de inseminacao,
nao verificou-se efeito significativo (p>0,05) sobre as taxas de prenhez entre
uma inseminacdo pos-ovulacdo e duas inseminacfes a 24 e 40 horas pos-

inducéo da ovulacéo (41,4% e 51,7%, respectivamente). Entretanto, de forma
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inesperada, a realizacdo de apenas uma inseminacdo pos-ovulacdo resultou
em uma porcentagem significativamente (p<0,05) maior de acumulo de liquido
intra-uterino apés 24 horas da inseminacdo em relacédo ao protocolo com duas
inseminagdes “programadas” (58,6% e 34,0%, respectivamente). Assim, de
acordo com os resultados obtidos neste experimento, houve um efeito benéfico
da utilizagdo de menores concentracfes espermaticas por unidade de volume
sobre varias caracteristicas de cinética espermatica. Adicionalmente, verificou-
se que a adogcdo de um protocolo visando praticidade no manejo de
inseminacao ndo afetou os resultados obtidos.

Palavras-chave: equino, sémen, garanhao, inseminagdao artificial, concentracéo
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AVANZI, B.R. Effect of sperm concentration and at the artificial
insemination methodology with equine frozen semen. 2010. 66f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Abstract

The cryopreserved semen application in equine reproduction appears with
obstacles as variability between stallions and ejaculates at the cryopreservation
process, lower pregnancy rates compared to the fresh and cooled semen,
harder and onerous mares’ management and absence of quality pattern in
distribution and semen commercialization. In this study were realized two
experiments which one, firstly, was evaluated the effect of different sperm
concentrations in straws of 0.5 mL (100, 200 and 400x10° total sperm/mL) over
some variables of seminal quality after thaw as: parameters from sperm kinetics
by computer analysis, plasmatic membrane integrity and resistance to lipid
peroxidation. Subsequently, it was realized a comparative study between the
insemination after ovulation and the insemination in fixed-time, evaluating the
results of conception and intrauterine fluid collection after insemination. When
the methodology of insemination after ovulation was employed, it was realized
a single insemination during the interval of 6 hours after ovulation with 800x10°
total spermatozoa and for the programmed method, two inseminations with
400x10° doses of total spermatozoa each one, were done after 24 and 40 hours
after induction of ovulation. It was observed significant effect from sperm
concentration (p<0,05) over some variables of sperm kinetics like: total motility,
progressive motility, velocity in the average path velocity, straight line velocity,
curvilinear velocity, beat cross frequency and rapid spermatozoa, with
superiority for cryopreservation in lower concentrations. However, for the
variables of plasmatic membrane integrity and resistance to lipid peroxidation
were not observed significant effects. In respect to the insemination methods, it
was not observed significative effect (p<0.05) over the pregnancy rates
between one insemination after ovulation and two inseminations in 24 and 40
hours after induction of ovulation (41,4% e 51,7%, respectively). However, at an
unexpected form, the achievement of only one insemination after ovulation
resulted in a percentage significantly higher of intrauterine fluid storage after 24

hours from the insemination in relation to the protocol with two “programmed”
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inseminations (58,6% e 34,0%, respectively). Therefore, in accordance with the
results obtained at this experiment, there was a benefic effect from utilization of
lower sperm concentrations per unit of volume over many characteristics of
sperm kinetics. Additionally, it was verified that the adoption of a protocol that
aims at less labor in insemination management doesn’t affect the results
obtained.

Key words: equine, semen, stallion, artificial insemination, concentration



1. Introducéao

Os negécios que envolvem a criacdo e utilizacdo do cavalo ocupam uma
posicdo de destaque nos paises desenvolvidos e em muitos daqueles em

desenvolvimento, como o Brasil (CEPEA, 2006).

O Complexo do Agronegocio Cavalo no Brasil possui uma importancia
social e econbmica traduzida por uma movimentacéo financeira da ordem de
R$ 7,3 bilhdes por ano e a ocupacao direta de cerca de 640 mil pessoas, cifra
gue poderia atingir a casa de 3,2 milhdes se forem incluidos os empregos
considerados indiretos (CEPEA, 2006).

Embora o principal uso do cavalo seja como animal de trabalho,
atualmente hd um crescimento na participacdo do cavalo de lazer na tropa
nacional. Diversas modalidades de esportes equestres tém apresentado
expressivo crescimento no Brasil, pois ao tomar como exemplo a Federacdo
Paulista de Hipismo — FPH, o crescimento do numero de eventos foi de 315%

nos ultimos cinco anos (CEPEA, 2006).

Deve-se destacar que para 0s animais destinados as praticas
desportivas ou tratados como “produtos”, os cuidados tendem a ser mais
intensos, demandando maior consumo de insumos e servicos. Atualmente, o
plantel nacional de cavalos de raca passou a ter animais reconhecidos
internacionalmente, refletido no nimero de animais vivos exportados e nos
valores captados, que passaram de cerca de US$ 260 mil, em 1996, para
valores superiores a US$ 2 milhdes, em 2005. Cabe ressaltar também que,
entre o periodo dos anos de 1990 a 2004, além de haver um aumento no
namero de animais exportados, também registrou-se uma diminuicdo no
namero de animais importados, ou seja, a qualidade do rebanho de animais de

raca vem melhorando a cada ano (CEPEA, 2006).

Sabe-se que uma das ferramentas responsaveis pelo incremento da
criacdo nacional € o melhoramento genético, sendo que a biotecnologia da
reproducdo em equinos, através da maximizacdo do aproveitamento do

potencial genético de animais de alto padrdo, € uma area que vem



conquistando cada vez mais espaco dentro da equinocultura nacional e

mundial.

Atualmente, técnicas de reproducdo assistida como a inseminacao
artificial, transferéncia de embrides, criopreservacdo de gametas e embrides,
fertilizacdo in vitro, transferéncia intra-falopiana de gametas e inseminacéo
intracitoplasmatica tem impulsionado pesquisas com o objetivo de aperfeicoar

a aplicabilidade de tais técnicas e incrementar os indices obtidos a campo.

Relata-se que em equinos a primeira congelacdo de sémen bem
sucedida ocorreu em 1950. No entanto, somente em 1957 que Barker e
Gandier relataram a primeira concepcdo decorrente de inseminagdo com

sémen congelado.

Dentre as varias vantagens no uso de sémen congelado destaca-se:
éguas e potros ndo precisam ser transportados até os garanhdes; a ansiedade
e problemas de logistica associados com o sémen refrigerado sdo eliminados;
os garanhdes podem participar de eventos durante a estacdo de coberturas;
doencas, lesbes ou 6bitos ndo impedem a inseminacdo com sémen desses
animais; maior numero de fémeas acasaladas com determinado reprodutor;
possibilidade de distribuicdo internacional; formagdo de um banco genético e
disponibilidade deste por tempo indeterminado (SAMPER & HANKINS, 2001;
LOOMIS, 2001; LOOMIS & SQUIRES, 2005).

Porém entre as desvantagens, destaca-se a grande variabilidade na
gualidade do sémen pos-descongelagédo entre os garanhdes e as de taxas de
prenhez inferiores quando comparado a monta natural e inseminacdo com
sémen refrigerado (SAMPER & HANKINS, 2001; LOOMIS, 2001).

Considera-se que a sanidade reprodutiva das eéguas, a qualidade do
sémen utilizado e o manejo reprodutivo para cobertura estejam entre 0s
principais fatores que influenciam os resultados nos programas de

inseminacao artificial com sémen equino congelado.

Assim, 0 presente experimento avaliou o efeito de diferentes

concentracfes espermaticas sobre as variaveis de cinética espermatica,



integridade da membrana plasmatica e resisténcia ao estresse oxidativo sobre
lipidios. Adicionalmente, realizou-se um estudo comparativo entre a
inseminacao dentro do periodo de 6 horas pés-ovulacdo e um protocolo de

inseminacao em tempo pré-determinado.
2. Revisao de literatura
2.1 Célula espermatica

Os espermatozdides sao células altamente especializadas que
armazenam e transportam o material genético, possuindo as habilidades de
motilidade ativa e fertilizacdo do ovocito (AURICH, 2005).

A composicdo da membrana plasmatica espermatica constitui-se de
uma mistura heterogénea de lipidios (fosfolipidios, glicolipidios e esterdis) e
proteinas. No entanto, atualmente € reconhecido que a organizacdo dos
lipidios na membrana plasmética € muito mais complexa do que o modelo
proposto por Singer & Nicolson em 1972, no qual lipidios e proteinas difundem
livremente dentro de uma bicamada. Hoje é amplamente aceito que as
membranas ndo sdo homogéneas, constatando-se a presenca de assimetrias
laterais e transmembrana. Conseqientemente, os lipidios e proteinas estdo

arranjados em um mosaico de dominios (LADHA, 1998).

Tomando-se como modelo o espermatozdide, sdo encontradas cinco
regides especializadas: acrossomal, equatorial, pds-acrossomal, peca
intermediaria e peca principal. Cada uma destas regides apresenta fungdes
fisiologicas diferenciadas, de modo que a composicao lipidica e protéica da
membrana destes segmentos esta relacionada com uma estrutura adequada

para o desenvolvimento de determinadas fungdes (LADHA, 1998).

Os fosfolipidios s@o os principais lipidios encontrados na membrana
plasmatica do espermatozdide, destacando-se a fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolina e esfingomielina. Entre os esterdis, o colesterol € 0 mais
abundantemente encontrado. No caso dos glicolipidios, destaca-se o
SGalAAG (LADHA, 1998).



ApoOs a espermatogénese, a célula espermatica perde a maioria de suas
organelas e a capacidade de transcricdo de DNA, de forma que a re-sintese de
componentes da membrana torna-se impossivel. Como consequéncia, danos a
membrana plasmatica espermatica podem resultar em perda irreversivel de
motilidade e/ou capacidade fertilizante (AURICH, 2005). Adicionalmente,
alguns autores sugerem haver uma resisténcia distinta entre os diferentes
compartimentos da célula espermatica aos processos de refrigeracdo e
congelacao (PARKS & GRAHAM, 1992).

Para a fertilizacdo do ovocito, a célula espermatica deve possuir
atributos como metabolismo para producao de energia, motilidade progressiva,
integridade das membranas (plasmatica e acrossomal) e funcionalidade das

proteinas relacionadas com os eventos da fertilizacdo (SQUIRES et al., 1999).
2.2 Criopreservacao do sémen equino

Com a aceitacdo do uso de sémen congelado por muitas associa¢gdes
de raca na ultima década, houve uma renovacéao e estimulo a pesquisas sobre
protocolos para congelacdo de sémen de garanhdes (ALVARENGA et al.,
2005).

No entanto, na espécie equina, a biotecnologia de criopreservacédo do
sémen se depara com a grande variagéo entre garanhdes e ejaculados de um
mesmo garanhdo em resistir aos fendmenos fisicos-quimicos inerentes a
congelacdo. Em vista disso, muitos estudos tém buscado aumentar a eficiéncia
do processo de congelacdo através do aperfeicoamento de diluentes,
protocolos de processamento do sémen e metodologias de inseminacdo (DE
VITA, 2008).

Alvarenga et al. (2005) afirmaram que a indudstria equina utilizara o
sémen congelado em larga escala somente quando a fertilidade deste for
melhorada. Dessa forma, varios procedimentos sado testados a fim de

incrementar a qualidade seminal pos-descongelacéo.

A sobrevivéncia espermatica a criopreservacao requer a solucdo de uma

equacao multifatorial, sendo que a preservacdo de componentes celulares



como membrana plasmatica, acrossomo, mitocéndria, citoesqueleto, nacleo e

glicocalix séo fatores incluidos neste processo (GRAHAM, 1996).

De acordo com Watson (2000) e Medeiros (2003) o processo de
criopreservacdo expfe as células a temperaturas ndo fisiologicas, estresse
osmotico, estresse oxidativo e formacao de cristais de gelo, os quais afetam a

homeostase celular e comprometem os compartimentos celulares.

Entre os efeitos advindos da criopreservacéo destaca-se a ocorréncia de
alteracdes na organizacdo bi-dimensional dos lipideos, na funcdo das
proteinas das membranas e no metabolismo energético das células (HOLT,
2000; OEHINGER et al., 2000; WATSON, 2000). Adicionalmente, ha
despolimerizacdo de filamentos de actina e peroxidacdo lipidica e protéica
(BALL, 2008).

A reducdo da temperatura resulta em alteracbes das propriedades
fisico-quimicas das membranas, fazendo com que passam de um estado
denominado de liquido cristalino para um estado de gel. Esta alteracdo €
decorrente da reorganizacdo lipidica e protéica dos componentes das
membranas, deixando-as sujeitas a rupturas e sem a propriedade
caracteristica de permeabilidade seletiva (HAMMERSTED et al., 1990).

Sabe-se também que quando uma solucdo contendo sais é resfriada
abaixo do seu ponto de congelacdo, formam-se cristais de gelo compostos
exclusivamente de 4gua. Os sais presentes na solu¢cdo permanecem em uma
porcado nao congelada e conforme ocorre a redugcéo da temperatura, aumenta-
se a formacao de cristais de gelo e elevam-se as concentracfes de sais nos
canais de solucdo ndo congelada, os quais abrigam as células espermaticas
presentes no meio (GRAHAM, 1996).

Portanto torna-se indispensavel a aplicacdo de procedimentos que
evitem ao maximo lesdes a célula espermatica durante o processamento do
sémen para fins de armazenamento e inseminacao artificial, jA que o nimero
de fatores capazes afetar a integridade da membrana plasméatica aumenta
nestas situagcdes (AURICH, 2005).



Para atenuar os efeitos deletérios do processo de resfriamento,
congelacdo e descongelacdo, varios procedimentos sdo adotados para,
conjuntamente, atuarem na preservacao celular (AMANN & PICKETT, 1987,
KATILA 1997).

A maioria dos meios diluentes para congelacdo de sémen contém uma
fonte de lipoproteinas, através da incorporacdo de produtos do leite, gema de
ovo ou uma combinacdo destes dois ingredientes, que auxiliam na
estabilizacdo das membranas durante os ciclos da congelag&do/descongelacao.
Monossacarideos (glicose ou frutose), dissacarideos (sucrose ou lactose) e
trissacarideos (rafinose) também sdo comumente incorporados. Os
dissacarideos e trissacarideos sdo aclUcares nao permeaveis, usados
principalmente por suas propriedades osmoticas. Os monossacarideos
também possuem efeitos osmoticos, porém eles podem ser utilizados pelos
espermatozdoides como uma fonte de energia. Entre o0s crioprotetores
penetrantes o glicerol € o crioprotetor universalmente utilizado, embora outros
agentes estejam sendo empregados, como o dimetilsulfoxido, etileno glicol,
metilformamida e dimetilformamida (VARNER, 2003). Outros componentes
como EDTA, detergentes, tampdes e antibidticos também sédo incluidos nos
meios (COTORELLO & HENRY, 2002).

A incorporacao de crioprotetores aos meios diluentes tem como intuito a
protecdo dos espermatozoides durante o ciclo de congelagdo/descongelacéo.
Uma gama de substancias tem sido utilizada para fornecer protecdo as células
espermaticas (SQUIRES et al., 1999).

Ha uma divisdo basica que classifica os crioprotetores em penetrantes e
nao-penetrantes. Os crioprotetores penetrantes sao substancias que atuam
tanto no meio intra quanto no extracelular, sendo comumente utilizados os
alcodis (glicerol e etilenoglicol), dimetilsulféxido (DMSO) e amidas
(metilformamida e dimetilformamida) J& os crioprotetores ndo penetrantes sao
0s acucares, lipideos e lipoproteinas que protegem a célula sem a necessidade
de penetracéo, através de mecanismos osmoéticos que induzem a desidratacao
celular e previnem a formacao de gelo intracelular (AMANN & PICKETT, 1987,
KEITH, 1998).



Embora os crioprotetores intracelulares sejam fundamentais para a
sobrevivéncia espermatica, eles podem exercer efeitos toxicos com influéncia
nas taxas de fertilidade. Entre os efeitos nocivos relatam-se o aumento da
permeabilidade e indugdo da fusdo da membrana plasmatica; inibicdo da
atividade enzimatica; desnaturacdo de proteinas; alteracdes na interacdo da
actina, polimerizagdo da tubulina e associa¢cdo dos microtubulos; disturbio no
balanco bioenergético; associagcdo com o glicocalix e proteinas da superficie
celular (FAHY et al., 1990; HAMMERSTEDT & GRAHAM, 1992; ROSSI et al.,
2003).

A utilizacdo de diversos crioprotetores e combinagdes podem minimizar
e controlar seus efeitos deletérios, possibilitando resultados mais satisfatérios
de motilidade e viabilidade po6s-descongelacdo com melhores taxas de
concepcao (MEDEIROS et al., 2002; ROSSI et al., 2003).

Desde a descoberta do glicerol como um agente crioprotetor eficiente, o
sémen de uma variedade de animais domeésticos, de laboratério e silvestres,
assim como do homem, tem sido congelado e usado para inseminacéo
artificial, tornando o glicerol o crioprotetor rotineiramente utilizado (PARKS &
GRAHAM, 1992; ALVARENGA et al., 2005).

No entanto, cabe ressaltar que dados apresentados por Medeiros et al.
(2007) demonstraram que as amidas sao superiores ao glicerol em preservar a
motilidade e a integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides de
equinos quando submetidos ao estresse osmoético. Acredita-se que a menor
viscosidade associada ao menor peso molecular das amidas facilite a
permeabilidade do crioprotetor através da membrana, evitando a formacao de

um gradiente osmotico.
2.2.1 Concentracdo e sémen congelado

Ha vérios anos, estudos tratando do efeito da concentracédo espermatica

sob a viabilidade celular p6s-descongelacéo tém sido publicados.

Especula-se que a utilizagdo de altas concentracdes espermaticas para

a congelacdo possa ser prejudicial devido a limitacdo de canais que para



acomodar um numero elevado de espermatozoides em tais amostras
(GRAHAM, 1996).

Nascimento (2006) sugeriu que menores concentracdes espermaticas
tendem a manter um maior numero de células viaveis devido a maior

guantidade de nutrientes por célula.

Alguns trabalhos analisando varidveis de cinética espermatica e
integridade dos compartimentos celulares apontaram que a criopreservagao
em concentracdes reduzidas pode ser um procedimento benéfico para os
espermatozoides de equinos (HEITLAND et al.,, 1996; LOOMIS & CLARK,
1998; CLULOW et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2008).

No entanto, outros experimentos incluindo tanto andlises laboratoriais
como testes de fertilidade ndo observaram superioridade de tal procedimento
(PAPA et al., 1989; ANGOLA et al., 1992; ARRUDA et al., 1993; LEIPOLD et
al., 1998; BLANES et al., 2005).

2.2.2 Variabilidade entre individuos

Dentre os animais das espécies domesticas, o cavalo é o que mais se
assemelha aos humanos em se tratando de clinica reprodutiva, pois 0s
cruzamentos raramente incluem a fertilidade como critério de selecdo. Como
resultado, hd um numero significativo de reprodutores com baixo desempenho
reprodutivo ou subférteis (LOOMIS, 2006).

O critério para selecdo de reprodutores geralmente tem como base o
padrdo racial e a performance atlética (AMANN & GRAHAM, 1993).

No levantamento realizado por Alvarenga et al. (1996), ficou claro a
existéncia dos fatores racial e individual relacionados com resisténcia a
congelacdo na espécie eqlina. Racas de salto (Hannoveriano, Holstainer e
Trackner) apresentaram uma porcentagem maior de individuos tolerantes a
criopreservacdo (80%) em relacdo as racas Mangalarga e Mangalarga
Marchador (15%).



Em outro trabalho, Alvarenga (2002) reforcou sua hipétese ao
demonstrar a maior susceptibilidade dos espermatozdides de garanhdes da

raca Mangalarga Marchador a criopreservacao.
2.3 Avaliacao da qualidade seminal pos-descongelacao

Os testes laboratoriais tém como objetivo avaliar a integridade estrutural
e funcional das células espermaticas. No entanto, a correlagdo entre esses
ensaios e fertilidade € bastante variavel devido a complexidade dos
espermatozoides, metodologia de colheita de dados sobre fertilidade e
auséncia de padronizacdo dos diversos tipos de analises (KATILA, 2001,
GRAHAM & MOCE, 2005).

2.3.1 Motilidade espermatica

A motilidade é um atributo necessario a célula espermatica para o
transporte, passagem pela juncdo Utero-tubarica, liberacdo dos sitios de
armazenamento no oviduto e penetracdo atraves das células que circundam o
ovocito (AMANN, 1989). Apesar de ser um atributo importante, refletindo
aspectos do metabolismo espermatico, a motilidade deve ser avaliada em
conjunto com outros parametros seminais para que a estimativa do potencial
fertilizante do sémen tenha valor (KATILA, 2001).

A avaliacdo da motilidade espermética através de microscopia Optica é
um meétodo rotineiramente empregado devido a facilidade e rapidez, No
entanto, trata-se de uma avaliagdo subjetiva que pode ser influenciada pelo
experiéncia do examinador e qualidade do equipamento utilizado (VARNER,
2008). Samper et al. (1991) obtiveram uma baixa correlacado entre motilidade e

fertilidade do sémen congelado (r=0,32).

Ferreira (2000) demonstrou haver uma alta correlacao (r=0,89) entre as
avaliagbes subjetiva e computadorizada da motilidade, concluindo que a

avaliacao subjetiva é um método seguro.

A analise computadorizada dos espermatozéides (CASA) é realizada

mediante um aparelho composto por: um microscopio de contraste de fase, um
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digitalizador de imagens e um computador, que permite a mensuracdo de
varias caracteristicas de cinética espermatica, como motilidade total e
progressiva, caracteristicas de velocidade, frequéncia de batimento flagelar,
deslocamento lateral de cabeca, retilinearidade, linearidade e porcentagem de

espermatozoides rapidos (JASKO et al., 1992).

Porém, os usuarios deste sistema se deparam com a auséncia de
valores de referencia para as caracteristicas analisadas e falta de
padronizacdo para as configuragdes do equipamento, sendo uma necessidade

urgente o estabelecimento destes critérios (KATILA, 2001).
2.3.2 Integridade de membrana plasmatica

A membrana plasmatica tem uma funcdo de barreira com
permeabilidade seletiva, de forma que danos a esta organela podem resultar
em desequilibrio (perda da homeostase) e morte celular (AMANN & PICKETT,
1987).

Consequentemente a manutencdo da integridade da mebrana
plasmatica é de fundamental importancia para a sobrevivéncia e fertilidade da
célula espermatica (PARKS & GRAHAM, 1992).

A utilizacdo de sondas fluorescentes tornou-se importante pela
capacidade de marcar estruturas celulares especificas ao avaliar integridade
celular estrutural e funcional (CELEGHINI, 2005).

Existem varias técnicas de avaliacdo para detectar injarias na
membrana plasmatica espermatica. Dentre as rotineiramente utilizadas estédo a
combinacdo das sondas fluorescentes iodeto de propidio e diacetato de
carboxifluoresceina. O modo de atuacdo destas sondas consiste no fato de
gue as células integras sdo permeaveis ao diacetato de carboxifluoresceina e
impermeaveis ao iodeto de propidio. Dessa forma, ao penetrar na célula, o
diacetato de carboxifluoresceina € deesterificado por esterases néao
especificas resultando em carboxifluoresceina livre que produz a fluorescéncia

verde. As células com membrana lesada permitem também a entrada do
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iodeto de propidio, o qual se liga ao DNA celular e produz a fluorescéncia
vermelha (HARRISON & VICKERS, 1990).

2.3.3 Estresse oxidativo

As membranas espermaticas sao caracterizadas por uma quantidade
relativamente alta de acidos graxos polinsaturados, tornando-as susceptiveis
ao dano peroxidativo (PARKS & LYNCH, 1992; AITKEN, 1995).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ocorrer como
uma consequéncia normal do metabolismo oxidativo ou resultar de
mecanismos especificos de tipos celulares particulares, como o burst oxidativo
dos leucécitos. Ha 60 anos sugeriu-se que o estresse oxidativo poderia ser um
fator importante nos transtornos da funcdo espermaética, no entanto, apenas
recentemente a sua importancia tornou-se mais aparente na funcgao
espermatica normal e anormal. Atualmente, esta claro que as EROs possuem
um importante papel na funcdo espermatica normal e que um desequilibrio
tanto na producdo como na degradacdo podem ter sérios efeitos adversos
sobre o espermatozoide, sendo que os efeitos do estresse oxidativo sao
particularmente importantes no armazenamento espermatico através de

refrigeracao ou criopreservacao (BALL, 2008).

Os principais anti-oxidantes descritos no sémen sdo a catalase,
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidades (GPx), havendo uma
ampla variacdo entre espécies quanto a quantidade e importancia desses anti-

oxidantes no plasma seminal (BALL, 2008).

O plasma seminal dos equinos possui uma atividade relativamente
maior de catalase e superoxido dismutase com uma significativa variagcao entre
garanhfes na atividade dessas enzimas. O espermatozoéide parece ter uma
limitada quantidade de anti-oxidantes, sendo o plasma seminal uma potente
fonte desses agentes, com a funcdo de proteger o espermatozoide ejaculado
dos efeitos adversos das EROs. A remocdo do plasma seminal durante o
processamento do sémen pode aumentar a susceptibilidade dos
espermatozoides ao estresse oxidativo devido a remocéo desses antioxidantes
(BALL, 2008).
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Além das enzimas antioxidantes, varios outros componentes do plasma
seminal provavelmente neutralizam o estresse oxidativo no sémen. Fatores
como a albumina, urato, taurina, hipotaurina, piruvato, lactato, acido ascorbico,
tocoferol e ergotionina estdo presentes no plasma seminal e podem atuar
como antioxidantes (DE LAMIRANDE & GAGNON, 1992). Uma quantidade
relativamente menor de pesquisas tem sido conduzidas sobre a composicéo
do plasma seminal e o papel dos antioxidantes de baixo peso molecular no
sémen eqlino, embora a avaliacdo da capacidade antioxidante total plasma
seminal sugere que estes componentes possam constituir a maior parte da

capacidade antioxidante do ejaculado (THIELE et al., 1995).

A producédo e EROs pelas células esperméaticas parece ser decorrente
da acdo da NADPH espermatozéide especifica (NOX5) presente na membrana
plasmatica da regido da cabeca ou advir da mitocondria espermatica (SABEUR
& BALL, 2006; SABEUR & BALL, 2007). Embora o anion superéxido (O3)
parece ser o primeiro EROs gerado pelo espermatozoide, ele rapidamente
reage para formar peroxido de hidrogénio (H>O,), o qual € provavelmente o
responsavel pelo principal efeito citotoxico no espermatozoide (BAUMBER et
al., 2000; BALL et al., 2001; BURNAUGH et al., 2007). A geracdo de EROs
eleva-se de forma significativa na presenca de espermatozoides criolesados,
ndo-vidveis ou morfologicamente anormais, particularmente caracterizados
pela presenca de gota citoplasmatica proximal ou defeitos de peca
intermediaria (BALL et al., 2001). Nestas condi¢cbes, a geracdo de maiores
guantidades de EROs é induzida principalmente pelo escape de elétrons da
cadeia mitocondrial de transporte de elétrons, com subsequente reducao de
moléculas de oxigénio para formar o anion superéxido (SAUBER & BALL,
2006).

O espermatozéide equino parece ser mais resistente a peroxidagédo de
membrana do que de outras espécies. No entanto, a criopreservacdo aumenta
a susceptibilidade da célula espermatica a peroxidacao lipidica, a qual € mais
pronunciada na regido da peca intermediaria (BAUMBER et al., 2000; NEILD et
al., 2005).
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Danos as mitocondrias do espermatozoide sdo um importante aspecto
da criolesdo ao espermatozéide equino durante a criopreservacdo. Avaliacdes
morfolégicas dos espermatozoides apds a congelacdo/descongelacéo
demonstram edema de peca intermediaria, o qual representa distensdo
mitocondrial, sugerindo que as mitocondrias espermaticas sdao um local
importante de criolesdo com potencial para disturbios do metabolismo oxidativo

normal, geracéo de EROs e inducéo de alteracdes apoptoticas (BALL, 2008).

7

Sob condicBes fisiolégicas, uma producdo menor de EROs é
estimulada na presenca de calcio, sendo que a NOX5 parece ser o mecanismo
provavel. Esta baixa producdo de EROs pelo espermatozoide equino é

importante na inducéo da capacitacdo (BAUMBER et al., 2003).

No entanto, o fato de baixas concentracbes de EROs induzirem
capacitacdo afetam a preservacao espermatica. Durante a criopreservacao, 0s
espermatozoides possuem concentracbes de calcio intracelular aumentada,
elevada geracdo de EROs e reduzida capacidade antioxidante devido a
remogcdo do plasma seminal. Estes fatores podem levar a capacitacdo
prematura com subsequente reducdo da longevidade espermatica. A
criocapacitagdo resulta em alteragbes da membrana plasméatica similares,
porém nao idénticas, as observadas durante a capacitacdo in vitro (BALL,
2008).

Ao desencadear a peroxidacédo lipidica, ocorre uma reacdo em cadeia
com a formacéo de peroxidos de lipideos que culminam com a formagéo dos
aldeidos citotoxicos, malondialdeido e 4-hidroxinonenol. A peroxidacdo de
lipideos de membrana altera sua fluidez, prejudicando a habilidade de fuséo e

comprometimento exocitose acrossomal (AITKEN, 1995; BALL, 2008).

Uma das técnicas de avaliacdo do estresse oxidativo sobre lipidios no
sémen é a quantificacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico
(TBARS). De acordo com Zabludovsky et al. (1999), a técnica de TBARS dosa
de forma indireta a quantidade de malondialdeido (subproduto da peroxidacao

lipidica) através de sua reacdo com o acido tiobarbiturico.
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2.4 Inseminagéo artificial com sémen congelado

No trabalho desenvolvido por Sieme et al. (2003) demonstrou-se que 0
periodo considerado oOtimo para inseminacdo com sémen congelado
compreende a faixa de 12 horas antes a 12 ap0s a ovulacdo. No entanto,
muitos recomendam que a inseminacdo seja feita entre 12 horas antes e 4-8
horas apds a ovulagdo (LOOMIS, 2001; SAMPER & HANKINS, 2001).

Assim, o intenso manejo das éguas a serem inseminadas com sémen
congelado contribui negativamente para a disseminacdo da técnica, pois
geralmente ha a necessidade de que as éguas sejam levadas a uma central ou
gue plantdes noturnos sejam feitos pelos veterinarios nas fazendas para
garantir que a inseminagao seja realizada dentro do intervalo considerado
otimo (LOOMIS & SQUIRES, 2005).

Por outro lado, tem-se recomendado o uso de um protocolo de
inseminacdo em um momento pré-determinado, possibilitando um manejo
menos trabalhoso e oneroso. Este protocolo envolve exames
ultrassonograficos diarios durante o estro, inducdo da ovulacdo com hCG ou
deslorelina ap6s a deteccao de um foliculo >35 mm e inseminacfes 24 e 40
horas pés-inducdo. De acordo com a literatura, ao empregar este protocolo de
inseminacado, as éguas que ovularem 18 — 52 horas ap6s a administracao do
agente indutor de ovulacdo possuirdo espermatozoides depositados no trato
reprodutivo dentro de 12 horas antes ou 6 horas ap0s a ovulacdo ou ambos
(LOOMIS & SQUIRES, 2005).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a utilizacdo do protocolo de
inseminacao “programada” € tao eficiente quanto a inseminagcao pds-ovulacao
(SQUIRES et al., 2002; SQUIRES et al., 2003; BARBACINI et al., 2005).
Porém, a maior parte dos estudos envolveu levantamentos de campo néo
especificando com clareza a qualidade do sémen empregado, havendo uma
caréncia de informacdes sobre o desempenho desta metodologia ao utilizar

amostras de sémen de garanhdes com baixa fertilidade.
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2.5 Fertilidade com sémen congelado

De acordo com Melo (2005), ha uma grande variacdo nos indices de
fertilidade ao utilizar o sémen congelado devido a fatores como: variabilidade
entre ragas, individuos e ejaculados; técnicas de inseminacdo; extensores;
dose inseminante e numero de inseminacdes. Desse modo, torna-se dificil e
impreciso comparar os resultados de diferentes estudos, porém no extenso
levantamento realizado pela autora os resultados de fertilidade encontraram-se

na faixa de 0 a 75%.
3. Trabalhos cientificos
3.1 Artigo |

Avaliacdo da cinética espermatica, integridade de membrana plasmatica e
resisténcia ao estresse oxidativo no sémen equino congelado com

diferentes concentracdes espermaticas
1. Introducéao

A biotecnologia de criopreservacdo do sémen tem sido utilizada
comercialmente ha mais de meio século dentro da bovinocultura de leite,
proporcionando grandes avangos neste segmento. Tal sucesso nédo tem sido
observado na reproducdo de equinos, provavelmente devido a auséncia de
selecdo genética para caracteristicas de fertilidade e resisténcia espermatica a
congelacdo em conjunto com fatores biofisicos e bioquimicos caracteristicos
dos espermatozoides da espécie equina (SAMPER & HANKINS, 2001;
VARNER, 2003; LOOMIS & GRAHAM, 2008).

Enquanto um numero crescente de associacdes de raca aprova 0 USO
de sémen congelado, a aplicacdo desta técnica vem se difundindo em passos

muito mais lentos do que o sémen refrigerado (LOOMIS, 2001).

Destacam-se entre as vantagens do uso do sémen congelado a
manutencdo de éguas e potros em suas propriedades; auséncia de fatores
limitantes associados a logistica para a distribuicdo do sémen, como acontece

com o sémen refrigerado; possibilidade dos garanhdes participarem de
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eventos durante a estacdo de coberturas; realizacdo de inseminacdes mesmo
em decorréncia de doencas, lesdes ou Obitos dos garanhdes; compatibilidade
com distribuicdo internacional; formacdo de um banco genético e
disponibilidade deste por tempo indeterminado (SAMPER & HANKINS, 2001,
LOOMIS, 2001; LOOMIS & SQUIRES, 2005; LOOMIS & GRAHAM, 2008).

Por outro lado, entre as desvantagens ha deficiéncias no
estabelecimento de padrbes de qualidade e controle das doses de sémen
comercializadas, grande variabilidade na qualidade do sémen pos-
descongelacdo e taxas de prenhez inferiores quando comparadas a monta
natural e inseminacdo com sémen refrigerado para muitos garanhdes
(LEIPOLD et al., 1998; SAMPER & HANKINS, 2001; LOOMIS, 2001; LOOMIS
& GRAHAM, 2008). Considera-se que a taxa de prenhez por ciclo ao utilizar
doses de sémen congelado encontra-se no intervalo de 30-40% (SAMPER,
2001).

Os processos de congelacdo e descongelacdo provocam, entre outras
alteracdes, desestabilizacdo das membranas devido a reorganizagéo e perda
de lipidios conjuntamente com peroxidacéao lipidica em decorréncia da acao de
espécies reativas de oxigénio. Esses eventos podem afetar funcdes
espermaticas como motilidade, resposta ao estresse osmotico e mecanismos
de sinalizagdo, comprometendo a habilidade dos espermatozoides de

alcancarem, ligarem e reagirem com a zona pellcida (RICKER et al., 2006).

Atualmente, ndo ha padronizacdo de um protocolo para congelagcéao de
sémen equino, tornando-se tendéncia a adoc¢ao de protocolos individuais para
cada garanhdo (LOOMIS & GRAHAM, 2008). Dentre variagcbes nos
procedimentos encontra-se o0 numero de espermatozoides envasados por
unidade de volume (20 a 1600 x 10° de espermatozéides/mL). Porém, alguns
estudos avaliando o efeito da concentracdo espermatica sobre a viabilidade
celular pés-descongelacao, demonstraram resultados divergentes (PAPA et al.,
1989; ANGOLA et al., 1992; ARRUDA et al., 1993; HEITLAND et al., 1996;
LEIPOLD et al., 1998; LOOMIS & CLARK, 1998; BLANES et al.,, 2005;
CLULOW et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2008).
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A utilizacdo de altas concentracdes espermaticas para a congelacao
pode ser prejudicial devido a limitacdo de canais que possam acomodar um
namero elevado de espermatozoides em tais amostras (GRAHAM, 1996).
Contudo, o emprego de altas concentracbes esperméticas para o
acondicionamento das amostras de sémen congelado torna-se interessante
por proporcionar a utilizagdo de um nuamero menor de palhetas por dose
inseminante e facilitar o procedimento de inseminacéao artificial (NASCIMENTO
et al., 2008).

Por outro lado, biotecnologias emergentes como a sexagem
espermatica e inseminagcdes com dose reduzida se beneficiariam de
procedimentos que maximizassem o potencial fertilizante de amostras
criopreservadas com um numero reduzido de células espermaticas (CLULOW
et al., 2008).

Dessa forma, o presente experimento avaliou o efeito de diferentes
concentracBes espermaticas sobre a qualidade do sémen pos-descongelacgéo,
incluindo caracteristicas do movimento espermatico, integridade da membrana
plasmatica e susceptibilidade ao estresse oxidativo sobre lipidios como

métodos de avaliacao.
2. Materiais e métodos
Animais

Foram utilizados 05 garanhdes, de racas variadas (Arabe, Hannoverano,
Mangalarga Marchador, Quarto de Milha e Westfallen), sob regime regular de
colheita de sémen, pertencentes ao Centro de Reproducdo e Biotecnologia
Equina — “CERBEQ”, vinculado ao Departamento de Reprodugdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
UNESP — Campus de Botucatu, SP.
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Colheita dos ejaculados

As colheitas de sémen foram realizadas em manequim com vagina
artificial modelo “Botucatu” (Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil).
Foram colhidos 04 ejaculados de cada garanh&o (n=20).

Processamento e criopreservacao das amostras

Apés a colheita, o sémen foi filtrado para remoc¢éo da fracdo gel e de
sujidades, avaliando-se na fracdo livre de gel a concentracdo espermaética,
através de camara de Neubauer. Os parametros de cinética espermatica foram
avaliados através de um analisador computadorizado dos movimentos
espermaticos - CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-Thorne Research, Danvers,
MA, USA) depositando uma aliquota de 10 pL de sémen em uma camara de
Makler (Makler Counting Chamber®, Sefi-Medical Instruments Itd., Haifa, Israel)
pré-aquecida a 37°C. Em cada amostra avaliou-se no minimo 500 células e
somente os ejaculados com motilidade total igual ou superior a 60% foram

utilizados para criopreservacao

Para criopreservacdo dos ejaculados empregou-se a técnica descrita
por Papa et al. (2002), na qual cada ejaculado foi diluido em meio diluente a
base de leite e glicose (Botu-Sémen®, Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu,
SP, Brasil) em uma proporcéao de 1:1 (meio:sémen) e centrifugado a 600xg por
10 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e os pellets
ressuspendidos para as concentracdes de 100x10°, 200x10° e 400x10° de
espermatozoides totais/mL no meio diluente de congelacao Botu-Crio® (Biotech
Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil). Apés envase em palhetas de 0,5 ml
e lacra-las com alcool polivinilico, estas foram distribuidas em uma grade e
resfriadas a 5°C por 20 minutos. Decorrido este periodo, a grade contendo as
palhetas foi transferida para uma caixa de isopor de 40 litros e mantida por 20
minutos horizontalmente a uma distancia de 6 cm da coluna de nitrogénio

liguido (4 cm), sendo em seguida, imersa no nitrogénio.
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Descongelacdo das amostras e avaliacfes espermaticas

As palhetas foram descongeladas a 46°C por 20 segundos, de acordo
com o proposto por Dell’lAqua Jr. et al. (2002). Para analise de cinética
espermatica nas amostras de sémen criopreservado empregou-se a avaliagdo
computadorizada considerando as seguintes variaveis: motilidade total (MT,
%), motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma trajetoria
média (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s) velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), deslocamento lateral da cabega (ALH, um), freqiéncia de
batimento flagelar (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %) e

espermatozoides rapidos (RAP, %).

Adicionalmente, foi realizada a andlise de integridade da membrana
plasmatica (IMP, %) empregando-se a técnica de Harrison & Vickers (1990)
modificada por Zuccari (1998) utilizando a associacdo das sondas
fluorescentes diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto de propidio e o teste
de resisténcia das células espermaticas ao estresse oxidativo pelo método de
guantificacdo do malondialdeido (TBARS, ng/lOGSptz), um subproduto da
peroxidacao lipidica (NICHI et al., 2007).

Analise estatistica

A andlise estatistica das variaveis estudadas no sémen
congelado/descongelado foi realizada mediante o programa SAS 9.1.
Inicialmente, empregou-se o programa GLM para detectar heterocedasticidade
por meio do teste de Brown-Forsythe. Em seguida, os dados foram analisados
mediante o programa MIXED, o modelo estatistico incluiu o efeito fixo de
concentracdo e os efeitos aleatérios de garanhdes, colheitas dentro de
garanhdo e residuos. Adotou-se uma estrutura de covariancia auto-regressiva
de primeira ordem para todas as variaveis, exceto MP, VSL e ALH, para as
quais, em virtude da heterocedasticidade detectada, usou-se uma matriz néo
estruturada de covariancias. Adotou-se um nivel de probabilidade de 0,05 para

diferengas estatisticamente significativas.
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3. Resultados

Foram observados efeitos significativos (p<0,05) da concentracdo sobre
as variaveis de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade
ao longo de uma trajetéria média (VAP), velocidade progressiva (VSL),
velocidade curvilinear (VCL), frequéncia de batimento flagelar (BCF) e
espermatozoides rapidos (RAP), denotando superioridade para a
criopreservagdo em concentragdes mais baixas. Para a variavel de motilidade
total verificou-se um efeito logaritimico, sendo que para as demais variaveis
nas quais tenham sido detectados efeitos significaticativos, estes
demonstraram um efeito linear (Tabela 1 e Figuras 1-7). Para as demais
variaveis (deslocamento lateral de cabeca, ALH; retilinearidade, STR;
linearidade, LIM; integridade de membrana plasméatica, IMP; resisténcia
espermatica ao estresse oxidativo, TBARS) nado foi constatado efeito da
concentracao (p>0,05) (Tabela 1).



021INJIGJBgON OpIJR OB SeAlleal seiourisgns :Syygl “eibajul eonewse|d euriquiaw Wod seni@9 diA| ‘sopidel
sapiozorewladsa :dvy ‘apepueaul| N|T ‘apepueaulnal (q1S ‘rejabel) ojuswireq ap eouanbaly i40g ‘edaqed ap [eiare| 0JusWweIo|sap (HIV ‘feauljiaing

apepIdNojan DA ‘enlssalboid apeploojan S ‘elpaw elolafen ewn ap obuo| o apepldojan dYA ‘eAlssalfold apepinow diN ‘2101 apepljnow ;1

G0'0< - (L5'2) T'9¢ (L5'2) §'9g (16'2) s'or  (23ds,01/Bu) SHvEL
G0'0< - (99'2) v'6€ (99'2) T'ov (99'2) 9'TV (%) dAI
G700'0 X¥TGT0'0-G25 09 (Tv'v) €'vS (Tv'v) ¥'9s (Tv'v) 565 (%) dvd
G0'0< - (ev'0) 9'cw (ev'0) G'ev (ev'0) v'evy (%) NI
G0'0< - (19'0) 2'22 (T9'0) 8°LL (19'0) 222 (%) d1S
€.10'0 X T€00'0-G0'2€ (28'0) 08'0€ (28'0) OV'TE (18'0) GL'TE (zH) 409
G0'0< - (0T'0) 9'9 (0T'0) 8'9 (0T'0) 89 (wrl) HV
10000 X8E€0£0'0-G'6.T (ST'V) ¥'29T (ST'v) 9'eLT (ST'V) ¥'9LT (s/wrl) 10N
2000°0 XG2Z0T0'0-TES8'SL (09'T) 8'TL (99'T) 0'v. (€9'T) 8'V. (s/wrl) 1SA
12000 X92€T0'0-GT'L6 (95'2) G8'16 (95'2) 9'v6 (9G'2) 8'S6 (s/wrl) dvA
€9T0°'0 XT¥800'0-89.9'GE (88'2) 0'ze (6L'2) g'ee (85'2) 8'v€ (%) dW
TEE0'0 (x)B0|y7/ 1 2'9T-XG6T0'0+T'SOT (r1'c) 9'02 (¥1'e) 9'T2 (r1'e) S'v. (%) 1N
001 002 00T
d oessalbay ap oedenb3 (qwyzads @od ogdenuasuo)d NN
"(Jwysreroy

saplozorewsadss ap ,0TX00Y ® ,0TX00Z ‘,0TX00T) Seonewiadss segdenusouod sejuaIsyp Wa sepealssaldold ouinbs uswgs ep selsowe seu

oede|abuoosap-sod sepesijeue SsloneleA sep oessalbal ap sagdenba a oriped sola SoADadsal WOD sowluiw sopelpenb ap seipaN ‘T elaqel

T¢



22

L05 140.0195x-16. 2774 log(x)

204 250 S0 350 400

[ ]eptziotaiziml.

Figura 1. Curva da equacao de regressdo correspondente ao efeito logaritimico da

concentracao na variavel motilidade total (MT) no sémen equino descongelado.
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Figura 2. Curva da equacdo de regressao correspondente ao efeito linear da

concentracdo na variavel

descongelado.
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Figura 3. Curva da equacdo de regressao correspondente ao efeito linear da
concentracdo na variavel velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP) no

sémen equino descongelado.
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Figura 4. Curva da equacdo de regressdo correspondente ao efeito linear da
concentracdo na variavel velocidade progressiva (VSL) no sémen equino

descongelado.
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Figura 5. Curva da equacdo de regressdo correspondente ao efeito linear da
concentracdo na variavel velocidade curvilinear (VCL) no sémen equino

descongelado.
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Figura 6. Curva da equacdo de regressdo correspondente ao efeito linear da
concentracdo na variavel frequéncia de batimento flagelar (BCF) no sémen equino

descongelado.
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Figura 7. Curva da equacdo de regressao correspondente ao efeito linear da
concentracdo na variavel espermatozoides rapidos (RAP) no sémen equino

descongelado.
4. Discusséo

Neste experimento varias caracteristicas de cinética espermatica
foram influenciadas pela concentracdo espermatica, concordando com

resultados relatados por outros autores.

Heitland et al. (1996) analisaram o efeito de cinco concentracfes (20,
200, 400, 800 e 1600x10° de espermatozéides/mL) sob variaveis de cinética
espermatica, empregando dois meios para criopreservacdo de sémen
equino. Obteve-se uma superioridade na motilidade total e progressiva para

as concentracoes entre 20 a 400x10° espermatozoides/mL.

Em 1998, Loomis & Clark avaliaram o efeito do envase do sémen nas
concentracdes de 200, 400 e 800x10° de espermatozoides/mL sobre os
parametros de motilidade total e progressiva e verificaram que 200x10° de
espermatozoides/mL foi superior as demais concentracbes e 400x10° de

espermatozoides/mL foi superior a 800x106espermatozéides/mL.
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Clulow et al. (2007) demonstraram que amostras de sémen equino
criopreservadas a 40x10° de espermatozoides/mL foram superiores a
400x10° de espermatozoides/mL para as variaveis de motilidade total e

progressiva.

Recentemente, no trabalho desenvolvido por Nascimento et al. (2008)
novamente verificou-se uma relacdo entre todas as variaveis de cinética
espermatica avaliadas (motilidade total, motilidade progressiva, velocidade
progressiva, velocidade curvilinear, deslocamento lateral de cabeca e
frequéncia de batimento flagelar) e concentracdo esperméatica para amostras
de sémen criopreservado. Observou-se que a concentragéo de 100x10° de
espermatozoides/mL foi superior a 200 e 400x10° de espermatozoides/mL e
que 200x10° de espermatozdides/mL foi superior a 400x10° de

espermatozoides/mL.

No entanto, Papa et al. (1989) ndo observaram diferencas nos indices
de fertilidade entre éguas inseminadas com sémen criopreservado em
macrotubo de 4 mL na concentragao de 100x10° de espermatozoides/mL e
em sistemas de 2 mL (metade de macrotubo) na concentracéo de 200x10°

de espermatozéides/mL.

Angola et al. (1992) encontraram resultados de motilidade progressiva
superiores ao empregar 800x10° de espermatozoides/mL em comparacao a
100x10° de espermatozéides/mL. Porém, deve-se destacar que neste estudo
a motilidade foi avaliada subjetivamente com microscopia de contraste de
fase e os proprios autores levantaram a hipotese de erro de avaliagédo devido

a quantidade distinta de células por campo entre os tratamentos.

Arruda et al. (1993) nédo verificaram diferencas significativas sob a
variavel de motilidade progressiva ao testar as concentracdes de 500 e

1000x10° de espermatozéides/mL em palhetas de 0,5 mL.

Ja Leipold et al. (1998) obtiveram taxas de prenhez sem diferenca
significativa entre amostras criopreservadas a 400 ou 1600x10° de

espermatozoides/mL.
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Adicionalmente, Blanes et al. (2005) também ndo observaram efeito
significativo da concentracdo (100, 200, 300 e 400x10° de

espermatozoides/mL) sob caracteristicas de cinética espermatica.

A avaliacdo da integridade da membrana plasméatica € um importante
parametro de qualidade seminal (VARNER, 2008). Porem, os resultados
deste estudo, ndo demonstraram efeito da concentracdo sobre a
porcentagem de células com membrana plasmatica integra, conforme
demonstrado por Blanes et al. (2005). Por outro lado, Nascimento et al.
(2008) verificaram também um efeito da concentracéo sobre a integridade de

membrana plasmatica.

Acredita-se que divergéncia de resultados entre 0s experimentos
ocorra em funcdo de variagbes nos procedimentos adotados para o
processamento, criopreservacao, descongelacdo ou avaliacdo do sémen,
pois como abordado anteriormente, cada laboratério adota uma técnica de
eleicdo. Adicionalmente, ha evidéncias de que o efeito da concentracdo
possui um grau de relacdo com caracteristicas individuais dos animais
utilizados (BALLESTER et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008).

7z

Outro fator a ser considerado é meio diluente, ndo apenas pela
constituicdo quimica e consequente interacdo entre as substancias e os
espermatozoides, como também pelas caracteristicas fisicas que podem
influenciar a organizacdo dos cristais de gelo e canais de solucdo que
abrigam os espermatozéides (AMIRAT et al., 2005). Corrobora com esta
hipétese o estudo desenvolvido por Heitland et al. (1996), demonstrando
haver uma interacdo entre concentracdo e meio diluente, pois os resultados

relativos ao efeito da concentragéo variaram em fungéo do meio utilizado.

Um dos objetivos deste experimento foi verificar se maiores
concentragbes de células poderiam acarretar em menor resisténcia ao
estresse oxidativo devido ao aumento proporcional de células anormais, pois
sabe-se que a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é maior na
presenca de células danificadas pela congelacdo, nao-viaveis ou

morfologicamente anormais (BALL et al., 2001). Porém, nao verificou-se
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efeito da concentragdo sobre a resisténcia das células espermaticas ao
estresse oxidativo. Este fato pode estar relacionado ao intervalo de
concentracdo estudado, o qual pode ser ter sido insuficiente para evidenciar
alguma diferenca ou a capacidade antioxidante do meio de congelacéo
utilizado pode ter mascarado o possivel efeito deletério de concentracfes
mais elevadas (KANKOFER et al., 2005).

O mecanismo por trds da alteracdo na qualidade seminal decorrente
da concentracdo ndo € bem esclarecido, mas acredita-se que a quantidade
de nutrientes e crioprotetor por célula espermatica e fatores fisicos como
velocidade de congelacédo das células, formacéo de cristais de gelo e efeito
osmotico possam estar envolvidos (SAMPER & MORRIS, 1998; BALLESTER
et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008).

Conclui-se com base nos resultados obtidos neste experimento, a
existéncia de uma relacdo entre concentracdo e caracteristicas de cinética
espermatica no sémen equino congelado. Sabe-se que a reproducdo equina
se depara com uma alta variabilidade no sémen de garanhdes em resistir ao
processo de criopreservacdo, de modo que a aplicacdo de diferentes
procedimentos durante o processo de congelacdo de sémen equino tem sido
adotada para contornar as particularidades observadas entre animais. Dessa
forma, a utilizacdo de concentracdes reduzidas em conjunto com outros
procedimentos como curvas de refrigeracdo e congelacao, tipos de envase,
curvas de descongelacdo e meios diluentes mais eficientes pode incrementar
de forma significativa a qualidade seminal de garanhfes que resistem de
forma insatisfatoria ao processo de criopreservacdo. Adicionalmente, estes
resultados trazem boas perspectivas para a criopreservacdo de sémen
sexado e técnicas de inseminacdo com baixas doses, pois estas técnicas

empregam a criopreservacao com concentracoes reduzidas.



29

Referéncias

AMIRAT, L.; ANTON, M.; TAINTURIER, D.; CHATAGNON, G.; BATTUT, I
COURTENS, J.L. Maodifications of bull spermatozoa induced by three
extenders: Biociphos, low density lipoprotein and Triladyl, before, during and

after freezing and thawing. Reproduction, v. 129, p. 535-543, 2005.

ANGOLA, A.P.; MENDEZ, J.V.; QUINTERO, L.Z. Efecto del sistema de
envasado y la concentracion espermatica sobre el dafio acrosomal y La
motilidad posdescongelacion del semen de equino. Veterinaria México, V.
23, p. 315-318, 1992.

ARRUDA, R.P.; BARNABE, V.H.; TAVEIRA, R.T.; VIEIRA, R.C.; VISINTIN,
J.A. Duas técnicas para o0 congelamento do sémen de equinos
acondicionado em palhetas de 0,50 mL. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
REPRODUCAO ANIMAL, 1993. Anais... p. 327.

BALL, B.A.; VO, A.T.; BAUMBER, J. Generation of reactive oxygen species
by equine spermatozoa. American Journal of Veterinary Research, v. 62,
p. 508-515, 2001.

BALLESTER, J.; JOHANNISSON, A.; SARAVIA, F.; HAARD, M
GUSTAFSSON, H.; BAJRAMOVIC, D.; RODRIGUEZ-MARTINEZ, H. Post-
thaw viability of bull Al-doses with low-sperm numbers. Theriogenology, v.
68, p. 934-943, 2007.
BLANES, M.S; PAPA, F.O.; DORES, C.B.; MELO, C.M.; CROCCI, A.J.
Influéncia do numero de espermatozdides e tempo de estabilizacdo na
congelacdo de sémen equino utilizando-se o diluente Botu-Crio. Acta

Scientiae Veterinariae, v. 33, p. 303, 2005.

CLULOW, J.R.; MANSFIELD, L.J.; MORRIS, L.H.A.; EVANS, G.; MAXWELL
W.M.C. A comparison between freezing methods for the cryopreservation of
stallion spermatozoa. Animal Reproduction Science, v. 108, p. 298-308,
2008.



30

DELL'AQUA JR., J.A.; PAPA, F.O.; ZAHN, F.S. Effects of warming rate on
sperm parameters and of insemination site and dose on the fertility of equine

frozen semen, Animal Reproduction Science, v. 68, p. 344-346, 2002.

GRAHAM, J.K. Cryopreservation of stallion spermatozoa. Veterinary Clinics
of North America: Equine Practice, v. 12, p.131-147, 1996.

HARRISON, R.A.P.; VICKERS, S.E. Use of fluorescent probes to assess
membrane integrity in mammalian spermatozoa. Journal of Reproduction
and Fertility, v. 88, p. 343-352, 1990.

HEITLAND, A.V.; JASKO, D.J.; SQUIRES, E.L.; GRAHAM, J.K.; PICKETT,
B.W.; HAMILTON, C. Factors affecting motion characteristics of frozen-
thawed stallion spermatozoa. Equine Veterinary Journal, v. 28, p. 47-53,
1996.

KANKOFER, M.; KOLM, G.; AURICH, J.; AURICH, C. Activity of glutathione
peroxidase, superoxide dismutase and catalase and lipid peroxidation
intensity in stallion semen during storage at 5 °C. Theriogenology, v. 63, p.
1354-1365, 2005.

LEIPOLD, S.D.; GRAHAM, J.K.; SQUIRES, E.L.; MCCUE, P.M.; BRINSKO,
S.P.; VANDERWALL, D.K. Effect of spermatozoa concentration and number
on fertility of frozen equine semen. Theriogenology, v. 49, p.1537-1543,
1998.

LOOMIS, P.R.; CLARK, J.S. Motion characteristics of frozen-thawed equine
spermatozoa paced in 0.5 mL straws at various concentrations. In: ANNUAL
MEETING OF THE SOCIETY FOR THERIOGENOLOGY, 1998, Baltimore.
Proceedings... p. 142.

LOOMIS, P.R. The equine frozen semen industry. Animal Reproduction
Science, v. 68, p. 191-200, 2001.

LOOMIS, P.R; SQUIRES, E.L. Frozen semen management in equine
breeding programs. Theriogenology, v. 64, p. 480-491, 2005.



31

LOOMIS, P.R.; GRAHAM, J.K. Commercial semen freezing: Individual male
variation in cryosurvival and the response of stallion sperm to customized

freezing protocols. Animal Reproduction Science, v. 105, p. 119-128, 2008.

NASCIMENTO, J.; RAPHAEL, C.F.; ANDRADE, A.F.C.; ALONSO, M.A;
CELEGHINI, E.C.C.; ARRUDA, R.P. Effects of Sperm Concentration and
Straw Volume on Motion Characteristics and Plasma, Acrosomal, and
Mitochondrial Membranes of Equine Cryopreserved Spermatozoa. Journal of
Equine Veterinary Science, v. 28, p. 351-358, 2008.

NICHI, M.; GOOVAERTS, I.G.F.; CORTADA, C.N.M.; BARNABE, V.H.; DE
CLERCQ, J.B.P.; BOLS, P.E.J. Roles of lipid peroxidation and cytoplasmic
droplets on in vitro fertilization capacity of sperm collected from bovine
epididymides stored at 4 and 34 °C. Theriogenology, v. 67, p. 334-340,
2007.

PAPA, F.O.; PRESTES, N.C.; ALVARENGA, M.A,; BICUDO, S.D.; BRANCO,
M.D.L. Influéncia de diferentes volumes sobre os parametros espermaticos e
sobre os indices de fertilidade de sémen congelado de equino. Revista

Brasileira de Reproducéao Animal, n.1, p. 223, 1989.

PAPA, F.O. et al. Utilizacdo do diluente MP50 para criopreservacdo de
sémen equino. Revista Brasileira de Reproduc¢cdo Animal, v. 26, n. 3, p.
184-187, 2002.

RICKER, J.V.; LINFOR, J.J.; DELFINO, W.J.; KYSAR, P.; SCHOLTZ, E.L,;
TABLIN, F.; CROWE, J.H.; BALL, B.A;; MEYERS, S.A. Equine sperm
membrane phase behavior: the effects of lipid-based cryoprotectants.
Biology of Reproduction, v. 74, p. 359-365, 2006.

SAMPER, J.C.; MORRIS, C.A. Current methods for stallion semen
cryopreservation: a survey. Theriogenology, v. 49, p. 895-903, 1998.

SAMPER, J.C.; HANKINS, K. Breeding mares with frozen semen in private
practice. In. ANNUAL CONVENTION OF THE AMERICAN ASSOCIATION



32

OF EQUINE PRACTITIONERS, 47, 2001, San Diego. Proceedings... p. 314-
318.

SAMPER, J.C. Management and fertility of mares bred with frozen semen.
Animal Reproduction Science, v. 68, p. 219-228, 2001.

VARNER, D.D. Approaches to cryopreservation of equine semen. Current
techniques for semen cryopreservation and new investigative strategies that
may improve performance of cryopreserved semen from a higher percentage
of stallions. In. ANNUAL MEETING OF THE ITALIAN ASSOCIATION OF
EQUINE VETERINARIANS, 9, 2003, PISA. Proceedings...

VARNER, D.D. Developments in stallion semen evaluation. Theriogenology,
v.70, p. 448-462, 2008.

ZUCCARI, C.E.S.N. Efeito da criopreservacdo sobre a integridade
estrutural da célula espermatica equina. 1998. 121f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual

Paulista, Botucatu.



33

3.2 Artigo |l

Avaliacdo do momento da inseminagédo sobre a fertilidade do sémen

egiino congelado
1. Introducéo

Desde sua introducdo, a utilizacdo da inseminacédo artificial vém
crescendo constantemente dentro da reproducdo de equinos, sendo uma
técnica amplamente difundida na maioria das racas de cavalos (KATILA,
2005; LOOMIS & GRAHAM, 2008).

Consequentemente ao desenvolvimento das técnicas de transporte de
sémen refrigerado, os criadores rapidamente deram-se contam dos
beneficios de transportar o sémen as éguas ao invés de levar as éguas aos
garanhdes. Mais recentemente, as limitacfes de logistica (tempo, distancia e
atrasos no transporte) relacionadas ao sémen refrigerado associadas aos
beneficios adicionais do sémen congelado tém levado muitos criadores a
enxergar a criopreservacdo como um meétodo pratico e eficiente para o
transporte ou armazenamento de sémen (LOOMIS & GRAHAM, 2008).
Concomitantemente a aceitagcdo do uso de sémen congelado por varias
associacfes de raca, houve uma renovacao e estimulo nas pesquisas sobre
protocolos para congelacdo de sémen de garanhdes (ALVARENGA et al.,
2005).

Sabe-se que a qualidade do sémen, o “status” reprodutivo das fémeas,
0 manejo das éguas durante o estro e a experiéncia do inseminador séo
fatores de grande impacto nos resultados de um programa envolvendo a
utilizacdo de sémen congelado (VIDAMENT et al.,, 1997; SAMPER et al.,
2007).

No entanto, na reproducédo equina, especialmente em algumas racas,
a inseminagdo com sémen congelado ndo € bem compreendida, fazendo
com gue a técnica seja alvo de com certo ceticismo. Isto deve-se a fatores
como: manejo mais trabalhoso e oneroso das éguas a serem cobertas, maior

conhecimento e habilidade técnica para processamento e criopreservacao do
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sémen, taxas de prenhez inferiores ao sémen fresco e refrigerado e auséncia
de padrdoes de qualidade na distribuicAo do sémen congelado (KATILA,
2005; LOOMIS & GRAHAM, 2008; SAMPER et al, 2007).

Atualmente, tornaram-se rotineiros a adocao de dois métodos para a
inseminacdo com sémen congelado. Em um dos métodos, as éguas sdo
inseminadas imediatamente antes ou apdés a ovulacdo, havendo a
necessidade de mudltiplas avaliagcbes e um esforco consideravel. Com essa
pratica ha a realizacdo de apenas uma cobertura ao cada ciclo, evitando-se 0
desperdicio de sémen em ciclos com ovulagbes anormais (SAMPER et al.,
2007).

Recentemente, um método simples envolvendo um protocolo de
inseminagdes “programadas” ou em tempo pré-determinado tem sido
adotado por alguns profissionais como forma de reduzir o trabalho e os
custos decorrentes de inseminagdes com sémen congelado. Este protocolo
envolve duas inseminagdes, a primeira a 24 e a segunda a 40 horas, apos a
administracado de um agente indutor de ovulagao ( hCG ou deslorelina) a uma
égua com um foliculo pré-ovulatério. Esta técnica necessita que as éguas
sejam examinadas apenas uma vez ao dia durante o estro até a ovulacao ser
confirmada, similar ao manejo de éguas inseminadas com sémen refrigerado
(SQUIRES et al., 2002; SQUIRES et al., 2003; LOOMIS & SQUIRES, 2005;
METCALF, 2007; LOOMIS & GRAHAM, 2008). A principal desvantagem
desta técnica é o potencial desperdicio de sémen, além de alguns
profissionais acreditarem que a resposta inflamatéria pos-inseminacdo pode
ser mais severa (SAMPER et al., 2007).

Ao abordar a utilizagdo do sémen equino criopreservado, Loomis &
Squires (2005) destacaram a necessidade de estudos controlados para
avaliar esquemas de insemina¢do, jA que muitos dos dados e conceitos

adotados provém de informacgdes obtidas de levantamentos clinicos.

Dessa forma, foi realizado um estudo comparativo entre o método de

inseminacdo pos-ovulagdo ou “convencional” e o método em tempo pré-
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determinado ou “programado”, avaliando tanto os resultados de fertilidade

como também o acumulo de liquido intra-uterino pés-cobertura.
2. Materiais e métodos

2.1. Animais

2.1.1. Garanhdes

Foram utilizados 02 garanhfes, das racas Westfallen e Mangalarga
Marchador, com indices de alta (garanhdo A) e baixa fertilidade (garanhéo B)
no histoérico reprodutivo de inseminagcdo com sémen congelado. Ambos os
garanhdes sdo de propriedade do Centro de Reproducédo e Biotecnologia
Equina — “CERBEQ”, vinculado ao Departamento de Reprodugcéo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
UNESP — Campus de Botucatu, SP.

2.1.2. Eguas

Um total de 19 éguas foi utilizado, de forma que para o garanhdo A
foram utilizadas 15 éguas (30 ciclos) e para o garanhdo B 14 éguas (28
ciclos), totalizando 58 ciclos. As éguas pertencem ao Centro de Reproducao
e Biotecnologia Equina - “CERBEQ”, vinculado ao Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu, SP.
2.2. Colheita dos ejaculados

As colheitas de sémen foram realizadas em manequim com vagina
artificial modelo “Botucatu” (Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil).
Foram colhidos e utilizados 06 ejaculados de cada garanh&o (n=12).

2.3. Processamento e criopreservagao das amostras

ApoOs cada colheita, o sémen foi filtrado para remocéo da fragédo gel e
de sujidades, avaliando-se na fracdo Ilivre de gel a concentracéo
espermatica, através de camara de Neubauer. Os parametros de cinética

espermatica foram examinados através de um analisador computadorizado
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dos movimentos espermaticos - CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-Thorne
Research, Danvers, MA, USA) através da deposi¢cdo de uma aliquota de 10
uL de sémen em camara de Makler (Makler Counting Chamber®, Sefi-
Medical Instruments Itd., Haifa, Israel) pré-aquecida a 37°C. Em cada
amostra avaliou-se no minimo 500 células e somente os ejaculados com
motilidade total igual ou superior a 60% foram utilizados para

criopreservacao.

Para criopreservacao dos ejaculados empregou-se a técnica descrita
por Papa et al. (2002), na qual cada ejaculado foi diluido em meio diluente a
base de leite e glicose (Botu-Sémen®, Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu,
SP, Brasil) em uma proporcdo de 1.1 (meio:sémen) e centrifugado a 600xg
por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e os
pellets ressuspendidos para a concentracéo de 100x10° de espermatozdides
totais/mL com o meio de congelacgéo Botu-Crio® (Biotech Botucatu/ME Ltda.,
Botucatu, SP, Brasil). Ap6s o sémen ser envasado em palhetas de 0,5 ml e
lacra-las com alcool polivinilico, estas foram distribuidas em uma grade e
resfriadas a 5°C por 20 minutos em geladeira. Decorrido este periodo, a
grade contendo as palhetas foi transferida para uma caixa de isopor de 40
litros e mantida por 20 minutos horizontalmente a uma distancia de 6 cm da

coluna de nitrogénio liquido (4 cm), sendo em seguida, imersa no nitrogénio.
2.4. Descongelacao das amostras e avaliagcfes espermaticas

As palhetas foram descongeladas a 46°C por 20 segundos, de acordo
com o proposto por Dell’Aqua Jr. et al. (2002). Para analise das amostras de
sémen criopreservado empregou-se a avaliagdo computadorizada de cinética
espermatica considerando as seguintes variaveis: motilidade total (MT, %),
motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma trajetéria média
(VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s) velocidade curvilinear (VCL,
pm/s), deslocamento lateral da cabeca (ALH, um), freqiiéncia de batimento
flagelar (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %) e

espermatozoides rapidos (RAP, %).
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Adicionalmente, foi realizada a andlise de integridade da membrana
plasmatica (IMP, %) empregando-se a técnica de Harrison & Vickers (1990)
modificada por Zuccari (1998) utilizando a associacdo das sondas

fluorescentes diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto de propidio.
2.5. Manejo e inseminacgédo das éguas

As éguas foram examinadas diariamente através de palpacao retal e
ultra-sonografia para monitoracdo do ciclo estral através de avaliacbes da
caracteristica uterina e atividade ovariana. Quando um foliculo >35 mm e
edema uterino foram detectados, administrou-se 1mg de acetato deslorelina
por via intramuscular. Apos 18 horas de aplicagcdo do agente indutor de
ovulacéo, as éguas foram palpadas em intervalos de 6 horas até a deteccéo

da ovulagao.

Ao empregar a metodologia de inseminacéo pos-ovulacao, realizou-se
uma unica inseminagdo dentro do intervalo de até 6 horas pés-ovulagcdo com
800x10° de espermatozéides totais. Para o método de inseminacdo em
tempo pré-determinado, duas inseminagfes com dose de 400x10° de
espermatozoides totais cada, foram feitas decorridas 24 e 40 horas pés-
inducdo da ovulacdo. Em todas as inseminacOes utilizaram-se pipetas
flexiveis (Minitibe®, Minitibe do Brasil Ltda., Porto Alegre, RS, Brasil) para
deposicdo do sémen na extremidade do corno uterino ipsilateral ao ovario

contendo o foliculo pré-ovulatério ou corpo hemorragico.

A distribuicdo das éguas entre os garanhdes e ordem da metodologia
de inseminacdo empregada seguiu um critério aleatério, sendo que pelo
menos dois ciclos de cada égua foram utilizados para cada garanhdo. Dessa
forma, cada égua serviu como proprio controle ao avaliar cada método de
inseminacao, pois no ciclo seguinte procedeu-se a inseminagcdo com sémen
do mesmo garanhdo e de mesma partida, modificando-se apenas o manejo

de inseminacéo.

Decorridas 24 horas da ultima inseminagdo avaliou-se, através de
ultrassonografia, a presenca de liquido intra-uterino em todo o Utero, com

especial atencéo a regido do fundo do corpo uterino, classificando-se como
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positivo qualquer evidencia de fluido (tracos anecéicos) livre no Iumen

uterino.
2.6. Diagnéstico de gestacéao

Apés 14 dias da ovulacdo realizaram-se os diagnésticos de gestacao
através de exame ultrassonografico. As éguas prenhes e vazias receberam
7,5 mg por via intramuscular de dinoprost trometamina para lutedlise e

retorno a ciclidade.
2.7. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada mediante o programa SAS 9.1.
Inicialmente, para comparacdo entre as varidveis seminais pos-
descongelacdo entre os garanhfes utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA) através do Proc GLM. Para avaliagcdo dos indices de fertilidade
entre os garanhdes e metodologias de inseminacdo, assim como para
presenca de liquido intra-uterino pdés-inseminacdo, realizou-se andlise de
regressao logistica empregando-se o Proc GENMOD. Adicionalmente, a fim
de verificar diferengcas quanto ao momento de deteccdo da ovulagcéo entre
cada metodologia de inseminacdo procedeu-se a analise de variancia
(ANOVA) através do Proc GLM. Adotou-se um nivel de probabilidade de 0,05

para diferencas estatisticamente significativas.
3. Resultados

Todas as caracteristicas de cinética espermatica avaliadas poés
descongelacdo apresentaram diferencas significativas entre os garanhdes A
e B (p<0,05). No entanto, ndo foi observada influéncia do garanhdo na

variavel de integridade de membrana plasmatica (p>0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias e desvios padréo das caracteristicas seminais analisadas

pos-descongelacdo nas amostras de sémen dos garanhdes Ae B

Garanhao A Garanhao B
MT (%) 77,3+3,402 70,5+1,38"
MP (%) 42,143,182 27,0+1,41°
VAP (um/s) 99,143,342 86,2+2,48"°
VSL (um/s) 79,343,252 67,3+1,75"
VCL (um/s) 181,147,342 165,7+5,32°
ALH (um) 6,740,162 7,0£0,19°
BCF (Hz) 33,941,072 32,3+1,21°
STR (%) 79,6+1,132 78,0+0,89"
LIN (%) 44,740,492 41,5+0,84°
RAP (%) 65,314,072 47,0+2,97"
IMP (%) 34,0+3,16 31,7+4,08

2 PMédias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05)

MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, VAP: velocidade ao longo
de uma trajetéria média, VSL: velocidade progressiva, VCL: velocidade
curvilinear, ALH: deslocamento lateral de cabeca, BCF: freqiéncia de
batimento flagelar, STR: retilinearidade, LIN: linearidade, RAP:

espermatozoides rapidos, IMP: células com membrana plasmatica integra

Observou-se também um efeito significativo do garanh&o sobre as
taxas de prenhez, as quais foram de 63,3% (19/30) para o garanhdo A e
28,6% (8/28) para o garanhdo B (p<0,05). De uma forma geral, nédo foi

observado efeito significativo da metodologia de inseminacéo sobre as taxas
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de prenhez, sendo que esta similaridade foi mantida para os dois garanhdes
(p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Taxas de fertilidade dos garanhdes A e B para inseminacéo pos-

ovulacao e inseminacédo 24 e 40 horas p6s-inducao da ovulacao

Pds-ovulagéo 24 e 40 horas Total
Garanhao A 46,7% (7/15) 80,0% (12/15) 63,3% (19/30)
Garanhéo B 35,7% (5/14) 21,4% (3/14) 28,6% (8/28)
Total 41,4% (12/29) 51,7% (15/29) 46,6% (27/58)

(p>0,05)
Pos-ovulacao: inseminacdes realizadas no intervalo de 6 horas pos-ovulacao;

24 e 40 horas: inseminacfes realizadas 24 e 40 horas poés-inducdo da

ovulagao

Surpreendentemente, a realizagdo de apenas uma inseminagao poés-
ovulacao resultou em uma porcentagem significativamente maior de acumulo
de liguido intra-uterino em relacdo ao protocolo com duas inseminacfes ao

realizar a avaliacao 24 horas apés a ultima inseminacao (p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de acumulo de liquido intra-uterino nas éguas
inseminadas com o método pds-ovulagédo ou a 24 e 40 horas pés-indugdo da

ovulacao

Pés-ovulagéo 24 e 40 horas Total

Fluido uterino 58,6% (17/29)%  34,0% (10/29)°  46,6% (27/58)

2 PMédias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05)

Pds-ovulagéo: inseminacoes realizadas no intervalo de 6 horas pds-ovulagao;
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24 e 40 horas: inseminacfes realizadas 24 e 40 horas poés-inducdo da

ovulacgéao.

O intervalo médio de tempo entre a inducéo e a ovulacdo foi de 40,9
horas, ndo havendo diferenca entre os grupos (p>0,05) (Tabela 3). Vale
ressaltar que em 87,9% dos ciclos (51/58) a ovulacédo ocorreu entre 30 e 48
horas pdés-inducdo e que em apenas 7,0% dos ciclos (4/58) foi anterior a 24

horas.

Tabela 4. Intervalo médio entre a inducdo e a ovulacdo nas éguas

inseminadas com o método pds-ovulacdo ou a 24 e 40 horas pos-inducao da

ovulagao

Pés-ovulagéo 24 e 40 horas
Ovulacao 41,0+7,87 h 40,9+7,06 h
(p>0,05)

Pds-ovulagéo: inseminacdes realizadas no intervalo de 6 horas pés-ovulacgéo;

24 e 40 horas: inseminacfes realizadas 24 e 40 horas poés-inducdo da

ovulacéo.

Figura 1. Distribuicdo do intervalo de deteccéo da ovulacéo para os ciclos de

inseminacao dentro do intervalo de 6 horas pés-ovulagéo (n=29).
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Figura 2. Distribuicdo do intervalo de deteccéo da ovulagéo para os ciclos de

inseminacao a 24 e 40 horas p6s-indugéo da ovulagéo (n=29).

Figura 3. Distribuicdo do intervalo de deteccéo da ovulacdo para todos os

ciclos inseminados (n=58).
4. Discusséo

De acordo com os dados de cinética espermatica e fertilidade, ficou
evidente a variabilidade do sémen dos dois garanhdes utilizados em resistir
ao processo de congelacdo e descongelacédo. Além de ser um fato previsto,

estes resultados corroboram com Alvarenga et al. (1996) ao demonstrar a
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influéncia do fator racial na resisténcia espermatica a congelacado, no qual a
raca Mangalarga Marchador demonstra maior susceptibilidade aos efeitos da
congelacdo quando comparada as racas de salto. Samper (2001) afirmou
gue tal variabilidade € um dos grandes entraves a utilizacdo do sémen

congelado.

Porém, ndo foram observadas diferencas quanto a avaliacdo de
integridade de membrana plasmatica. Isto pode estar relacionado a
independéncia das caracteristicas espermaticas analisadas in vitro. Por outro
lado, deve-se levar em consideragcdo que a microscopia de epifluorescéncia
possui uma amostragem de contagem celular reduzida tornando-a menos

objetiva quando comparada a citometria de fluxo (VARNER, 2008).

As taxas de prenhez resultantes tanto de inseminacdes pos-ovulagcao
guanto de inseminacdes em tempo pré-determinado estdo dentro dos
resultados descritos por outros autores (VIDAMENT et al., 1999; LOOMIS,
2001; SIEME et al., 2003; BARBACINI et al., 2005).

Da mesma forma, a auséncia de diferenca entre as metodologias de

inseminacao esta de acordo com os resultados relatados.

Loomis (2001) relatou resultados preliminares nos quais 76,4% das
éguas (26/34) tornaram-se prenhes apOs inseminacdes empregando o
método de inseminagdes “programadas” com sémen congelado (24 e 40
horas pdés-inducdo), enquanto que 71,4% (15/21) obtiveram diagndstico

positivo ap0s uma Unica inseminacédo dentro de 6 horas pds-ovulagao.

Squires et al. (2002) relataram similaridade nas taxas de recuperagao
embrionéria ao utilizar a inseminagao “programada” com metade da dose em
cada inseminacao (400x106 de espermatozoides totais, 55%) em
comparacao a inseminacao dentro de 6 horas pds-ovulagdo com a dose total

(800x106 de espermatozoides totais, 60%).

Em outro trabalho, Squires et al. (2003) apresentaram dados de um
levantamento clinico e novamente nao constataram diferencas entre o

método “programado” (86,6%) e o método pos-ovulacao (83,3%).
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No estudo de Barbacini et al. (2005) demonstrou-se que a
inseminacdo em tempo fixo a 24 e 40 horas pés-inducdo da ovulacdo nao
resultou em decréscimo de fertilidade em relacdo a inseminacdo pos-
ovulagéo (46 e 76% versus 47 e 57%, respectivamente). Também verificou-
se que ao utilizar a metodologia “programada” n&do houve alteracédo dos
indices de fertilidade ao empregar uma dose inseminante de 400 ou 800x10°
de espermatozoéides totais em cada inseminacdo (60% e 31%,

respectivamente).

No entanto, um dos objetivos deste estudo foi verificar a eficiéncia do
método “programado” ao utilizar doses de sémen de garanhdes sabidamente
com congelabilidade e taxas de prenhez distintas. Samper (2001) afirmou
gue nos programas de inseminagdo artificial com sémen congelado, é
incomum que os inseminadores tenham controle da qualidade do sémen ao
cobrir uma égua. Muitas vezes, a qualidade do sémen é sub-6tima, sendo o
manejo reprodutivo uma das ferramentas para aumentar as chances de

prenhez.

A longevidade dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino
determina o intervalo maximo entre a inseminacao e a ovulacdo. Quando os
espermatozoides entram no Utero, eles migram para o oviduto e se ligam ao
seu epitélio (DAELS, 2003).

Nas éguas, um reservatorio esperméatico é formado apds a cobertura
através da interacdo dos espermatozoides com o epitélio do oviduto na
regido do istimo. Os espermatozodides armazenados séo liberados de forma
gradual para potencialmente participar da fertilizacdo do ovocito. O processo
de interacdo entre os espermatozoides e oviduto promove uma selecdo de
espermatozoides estrutural e bioguimicamente integros (ELLINGTON et al.,
1999).

A interacdo do espermatozoide com o oviduto prolonga a viabilidade e
capacidade fertilizante das células espermatica (ELLINGTON et al., 1993;
THOMAS et al., 1994; DOBRINSKI et al., 1995).
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Relata-se que existam diferencas entre garanhfes quanto a
capacidade dos espermatozoides de formarem um reservatorio no oviduto da
fémea, de modo que garanhdes considerados sub-férteis possuem menos
espermatozoides moveis no oviduto (SCOTT et al., 1995; ELLINGTON et al.,
1999).

Além disso, os protocolos de congelacdo utilizados causam danos
sub-letais aos espermatozoéides que prejudicam a formacao do reservatorio,
resultando em menor numero de células no oviduto e com tempo de
sobrevivéncia reduzido apds a inseminacdo (ELLINGTON et al.,, 1999).
Adicionalmente, acredita-se que o0s espermatozdéides submetidos a
criopreservacdo necessitem de um periodo maior para atingir o oviduto
(SAMPER, 2001). Dobrinski et al. (1995) demonstraram que
espermatozoides criopreservados possuem uma habilidade reduzida para
interagir com o epitélio do oviduto e com a zona pellcida, destacando-se a
variabilidade significativa entre garanhdes. Adicionalmente, Ellington et al.
(1999) trabalhando com sémen eqlino congelado demonstraram que ha
diferencas entre garanhdes tanto em relagio ao numero de
espermatozoides que se ligam ao oviduto como na longevidade destes no

sitio de armazenamento.

Alguns trabalhos com sémen refrigerado e congelado, relacionaram
taxas de concepcao ao primeiro ciclo com o nimero de espermatozoides e a
longevidade destes no oviduto (ELLINGTON et al., 1999).

Na reproducado equina, ha um consenso geral de que éguas a serem
inseminadas com sémen congelado devem ser cobertas o mais préximo
possivel da ovulacdo. Assim, imaginAvamos que um método com
inseminagdo em tempo pré-determinado poderia ndo ser eficiente ao utilizar
sémen de garanhfes com baixa fertilidade, devido a relacéo entre fertilidade
e longevidade espermatica. No entanto, observou-se que ndo houve
diferencas significativas entre os protocolos de inseminacdo para ambos os

garanhdes utilizados.
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Atualmente, ndo hd um padrdo quanto ao numero de inseminacdes a
serem realizadas em um ciclo ou se esta deve ser feita pré ou pés-ovulagéao
(SAMPER & HANKINS, 2001).

Contudo, Vidament et al. (1997) e (1999) obtiveram taxas de prenhez
mais altas ao realizar multiplas inseminagcbes com sémen congelado

comparadas a uma unica inseminacao.

Por outro lado, Squires et al. (2002) e (2003) ndo obtiveram efeito

significativo de duas inseminacdes em comparacao a apenas uma.

No trabalho desenvolvido por Sieme et al. (2003), concluiu-se que o
efeito benéfico da varias inseminacfes estaria relacionado a maior
probabilidade da inseminacdo ocorrer proxima a ovulacdo, ou seja, O
intervalo entre a inseminagédo e a ovulagéo seria realmente o fator a ser

levado em consideracéao.

Por fim, Loomis & Squires (2005) demonstraram em um grande
levantamento de dados de campo que a frequéncia de inseminacdo nao

possui efeito sobre as taxas de prenhez obtidas.

Metcalf (2005) obteve taxas de prenhez similares entre uma ou duas
inseminacdes no ciclo, porém verificou a influéncia do momento da
inseminacdo em relacdo a ovulacdo. Neste estudo, as taxas de prenhez
foram maiores para as éguas inseminadas pré-ovulacdo em relacdo as

cobertas pos-ovulagéo.

A influéncia do momento da inseminacdo em relacdo a ovulacao é

também um assunto bastante discutivel e sem um consenso geral.

Barbacini et al. (1999) ndo observaram diferenca entre inseminacdes

realizadas 6 horas pré ou pos-ovulagao.

Concordando com os achados de Barbacini, na revisdo descrita por
Loomis & Squires (2005) n&o se verificou efeito do momento da inseminagao

sobre as taxas de prenhez.
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Porém Samper & Hankins (2001) descreveram que inseminacgdes pré
ou pré e pos-ovulacdo resultariam em maiores taxas de prenhez do que
inseminacdes poés-ovulacdo, concordando com os resultados de Metcalf
(2005).

Metcalf (2007) acredita que a disparidade nas taxas de prenhez entre
inseminacdes pré ou pré e pos-ovulacdo e inseminagcfes pos-ovulacao
reflitam a variabilidade na fertilidade dos garanh6es (METCALF, 2007).

Deve-se destaca que alguns estudos demonstraram haver maior morte
embrionaria para éguas inseminadas pos-ovulacdo (WOODS et al., 1990;
KOSKINEN et al., 1990).

Neste sentido, recentemente Cuervo-Arango et al. (2009)
demonstraram que o momento da inseminagao pode influenciar o transporte
espermatico ou transito embrionario no oviduto, influenciando a diferenca de

tamanho entre embrides concebidos com inseminagdes pré ou pos-ovulagao.

A idéia que direciona o esquema de inseminacdo em 24 e 40 horas
pés-inducdo se baseia na idéia de cobrir um intervalo entre 18 a 52 horas
pos-inducdo, garantindo que hajam espermatozoides no trato reprodutivo
feminino 12 horas antes ou 6 horas apds a ovulagdo (LOOMIS & SQUIRES,
2005).

No entanto, a auséncia de diferenca entre 0s grupos quanto ao
intervalo compreendido entre a inducdo e ovulacdo e o fato da maioria das
ovulacbes terem ocorrido entre 30 e 48 horas poés-inducdo da ovulacéo,
levanta a questdo da necessidade de uma inseminac¢éo logo a 24 horas pos-

inducdo.

No estudo retrospectivo conduzido por Barbacini et al. (2000)
observou-se que as ovulagdes se distribuiram em uma faixa de menos de 12
horas a mais de 48 horas apds a indu¢cdo com hCG, com 75% das éguas

ovulando entre 24 e 48 horas apdés o tratamento.
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Porém, Samper (1997) demonstrou que a observacdo do edema
endometrial como critério para a inducdo da ovulagdo em conjunto com o
tamanho folicular de 35 mm pode controlar de forma mais adequada o
intervalo entre inducdo e ovulagcédo (36-42 horas), com mais de 95% dos

ciclos respondendo a inducéo com hCG.

Neste estudo, adotou-se um critério semelhante ao descrito por
Samper (1997), o que justifica a concentracdo das ovulacBes. Talvez a
primeira inseminacdo ou uma unica inseminagcdo com 36 horas pés-inducao

poderia ser mais conveniente.

Assim, no trabalho abordando a utilizacdo da inseminacéo
histeroscépica com baixas dose de sémen congelado, Morris et al. (2003),
obtiveram taxas de prenhez de 67% com inseminagfes em tempo pré-

determinado realizadas ap0s 32 horas da inducéo.

Sieme et al. (2004) obtiveram taxas de prenhez na faixa de 43 a 46%
com sémen congelado utilizando varias técnicas de inseminagcdo apés 30

horas da indug&o da ovulagéo.

Sieme et al. (2003) demonstraram que o periodo considerado 6timo
para inseminacdo com sémen congelado compreende a faixa de 12 horas
antes a 12 apos a ovulacdo. Contudo, a maior parte dos autores recomenda
gue a inseminacdo seja feita entre 12 horas antes e 4-8 horas apos a
ovulagédo (LOOMIS, 2001; SAMPER & HANKINS, 2001).

Nas éguas, a endometrite persistente pds-cobertura, o acumulo de
fluido ou o aumento no edema uterino podem reduzir drasticamente as
chances de prenhez (TROEDSSON et al., 1995).

Kotilainen et al. (1994) afirmaram que o sémen criopreservado nao
induz a uma reacéo inflamatéria mais severa do que o sémen fresco, porém,
devido ao volume reduzido e a alta concentracdo espermatica, a resposta

inflamatoria tende a ter maior magnitude do que com outros tipos de sémen.
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Frequentemente, alguns protocolos de inseminacdo com sémen
congelado incluem uma segunda dose 6-24 horas ap6s a primeira
inseminacdo. No entanto, os resultados sdo satisfatorios embora ainda
estejam presentes no Utero neutrofilos provenientes da primeira inseminacgao.
E possivel que a pequena quantidade de plasma seminal, <5%
remanescente apos a centrifugacdo e remocado do sobrenadante, seja o

suficiente para a protecao espermatica (KATILA, 2005).

No trabalho conduzido por Metcalf (2000), demonstrou-se que a
realizacdo de duas inseminac¢des com intervalo de 6 a 10 horas resultou em
taxas de prenhez semelhantes provenientes de cada inseminacéo,
concluindo que a segunda dose de sémen contribui para a fertilizacdo apesar

da reacao inflamatdéria produzida pela primeira inseminacao.

Surpreendentemente, neste trabalho o protocolo envolvendo duas
inseminacdes em tempo fixo resultou em menor porcentagem de acumulo de

fluido intra-uterino apos 24 horas da ultima inseminagé&o.

Card et al. (2004) demonstraram que duas inseminagdes
subsequentes com sémen congelado néo induziram a uma inflamacao mais
acentuada do que uma inseminacdo, pois 0 numero de neutrofilos apos 24

horas da ultima inseminag&o néo diferiu entre os grupos.

Nos estudos desenvolvidos por Squires et al. (2002) e (2003)
observou-se que a incidéncia de acumulo de fluido intra-uterino apds 24 nao
diferiu entre uma inseminacéo pos-ovulacdo e duas inseminacdes em tempo

fixo.

No levantamento realizado por Loomis & Squires (2005) ficou evidente
gue o acumulo de fluido uterino pds-cobertura diminui as taxas de prenhez
em éguas inseminadas com sémen congelado, porém a incidéncia nao
diferiu entre éguas inseminadas uma ou mudltiplas (geralmente duas) vezes

no ciclo.

Talvez a utilizacdo de uma concentragdo reduzida (100x106 de

espermatozoides/mL) possa ter contribuido para um acumulo de fluido



50

prolongado ao realizar apenas uma inseminacao pés-ovulagdo. Katila (2005)
propds que inseminagcbes com concentragdes reduzidas podem provocar
uma reacdo inflamatoria pés-cobertura menos intensa e mais duradoura.
Assim, a utilizagdo de uma concentragdo reduzida associada a uma Unica
inseminacao poés-ovulacdo, momento no qual algumas éguas ja possam
estar com a cérvix menos relaxada, podem conjuntamente ter resultado na

diferenca observada entre 0s grupos.

Além disso, pelos resultados observados em outros estudos e pelo
grupo experimental reduzido, pode ser que ao aumentar o numero de

observacoOes esta diferengca ndo esteja mais evidente.

A incidéncia de acumulo de fluido intra-uterino neste estudo foi mais
alta do que o relatado por Barbacini et al (2003). Porém, seguindo o proposto
por Loomis & Squires, considerou-se positivo para a presenca de fluido
mesmo quando pequenas quantidades (tracos) foram detectadas,
diferentemente do utilizado por Barbacini et al. (2003) os quais registraram a
presenca de fluido apenas quando a colecdo de liquido estivesse medindo,

no minimo, 20 mm.

Neste estudo, ficou claro que a utilizagdo de um esquema simplificado
para inseminacdo com sémen congelado foi eficiente. Assim, a decisdo de
examinar as éguas frequentemente e insemina-las logo apos a ovulacao ou
adotar um protocolo que permita maior praticidade e menos trabalho
dependera da avaliacdo entre custo e disponibilidade de doses de sémen
versus despesas com servicos veterinarios. Os dados apresentados
suportam a idéia de um esquema menos trabalhoso sem prejuizo para os
resultados esperados, tornando a inseminagcdo com sémen criopreservado
um procedimento menos desgastante e mais acessivel, contribuindo para o

crescimento e difusédo desta biotecnologia.
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4. Discusséo e conclusdes gerais

Os resultados obtidos nos experimentos desenvolvidos neste trabalho

encontram embasamento em varias publicacdes.

Ao abordar a concentracdo esperméatica durante a criopreservacao,
diversos trabalhos demonstraram haver uma relacdo entre concentracao e
cinética espermatica pés-descongelacdo (HEITLAND et al.,1996; LOOMIS &
CLARK, 1998; CLULOW et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2008).

Por outro lado, a superioridade observada para varidveis de cinética
espermatica ndo se repetiu para as variaveis de integridade de membrana

plasmética e resisténcia a peroxidacéo lipidica.

Dessa forma, ha a possibilidade de que a utilizacdo de concentracdes
reduzidas ndo alcance o efeito biol6gico esperado. A favor dessa hipotese,
estdo os resultados obtidos por Papa et al. (1989), Angola et al. (1992),
Arruda et al. (1993), Leipold et al. (1998) e Blanes et al. (2005).

No entanto, em vista da alta variabilidade observada no sémen de
garanhdes em resistir ao processo de criopreservagéao, a utilizagcao de baixas
concentracOes espermaticas pode ser um procedimentos benéficos para o
incremento da qualidade seminal de garanhdes que respondem de forma

insatisfatoria.

Quanto aos protocolos de inseminacdo avaliados, verificou-se que a
realizacdo de inseminagcbes em momentos pré-determinados e
conseqlentemente mais convenientes para a rotina de um técnico foram tao
eficazes quanto o emprego de um manejo intensivo para cobertura dentro de

um curto periodo de tempo pos-ovulacao.

Loomis (2001), Squires et al. (2002) e (2003) e Barbacini et al. (2005)

ja haviam demonstrando a eficiéncia deste protocolo.

Porém, além da escassez de dados provenientes de estudos
controlados, os estudos anteriores nao forneciam maiores detalhes sobre a

qualidade seminal empregada. Neste trabalho ficou claro que mesmo ao
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utilizar animais com baixos indices de concep¢do, 0 protocolo de
inseminacao “programada” obteve desempenho comparavel a inseminacao

pds-ovulacao.

Dessa forma, o critério para ado¢do de um dos protocolos dependera
do custo e disponibilidade de doses de sémen em relacdo a despesas com

servicos veterinarios.

Assim, conclui-se que a concentracdo espermatica influencia a
gualidade seminal pés-descongelacao, porém a contribuicdo biolégica deste
efeito, dentro dos valores utilizados neste experimento deve ser investigada,
ja que os efeitos observados ficaram restritos a varidveis de cinética
espermatica. Com relacdo a metodologia de inseminacao, ficou claro que a
utilizacdo de um esquema simplificado e flexivel permite a obtencdo dos

mesmos indices de fertilidade obtidos em manejos intensivos e trabalhosos.
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Anexo

Ajuste do HTMA — IVOS 12 para analise seminal em equinos

Caracteristicas Ajuste
Numero de pontos examinados 30
Contraste das células em relagdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels
Contraste para células iméveis 30 pixels
Limite inferior para indice retilineo 80%
Referéncia para velocidade média (VAP) <70 um/s
Referéncia para velocidade lenta (VAP) <30 um/s
Referéncia para velocidade lenta (VSL) <20 pm/s
Limite inferior de tamanho 0,62 pixels
Limite superior de tamanho 2,98 pixels
Limite inferior de intensidade 0,24
Limite superior de intensidade 1,19
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 100%
Lentos contados como moéveis N&o

Magnificacéo 1,95
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