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RESUMO

A criopreservacdo de sémen equino € uma técnica que possibilita um maior e
melhor aproveitamento do potencial produtivo e reprodutivo de um animal.
Proporciona um aumento da disponibilidade de espermatozoides, se tornando
assim um importante instrumento no melhoramento genético da espécie, pela
maximizagdo do uso de reprodutores com comprovada superioridade genética.
Além de quebra de barreiras geograficas, que torna possivel a remessa de sémen
para qualquer parte do mundo, entretanto a dificuldade de se obter uma avaliagao
de forma precisa da fertilidade do sémen equino é um fator limitante para o
desenvolvimento de novas tecnologias de criopreservagao do espermatozoide. O
presente trabalho consiste em uma revisdo de literatura acerca do tema de
criopreservagédo de sémen equino, iniciando com a fisiologia do macho e em
seguida as etapas da criopreservagcdo que vao desde a colheita de sémen,
andlise para congelamento, protocolos de congelamento, componentes dos
diluentes até o descongelamento e avaliagcdo do sémen descongelado.

Palavras-chave: Crioprotetores, equino, equinocultura, potencial de fecundacgao.
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ABSTRACT

The equine semen cryopreservation is a technique that enables a higher and
better use of productive and reproductive potential of an animal. Provides
increased availability of spermatozoa, becoming an important toll in genetic
improvement of the species, by maximizing the use of stallion with proven genetic
superiority. Besides breaking geographical barriers, which makes possible to send
semen to anywhere in the world, though the difficulty of obtaining a precise
evaluation of equine semen fertility is a limiting factor for the development of new
technologies for cryopreservation of spermatozoa. This work consists of a
literature review on the topic of equine semen cryopreservation, starting with the
physiology of the male and then the steps of cryopreservation which speaks of
semen collection, analysis to freezing, freezing protocols, components of diluents
until thawed and thawed semen evaluation.

Keywords: Cryoprotectants, equine, equine breeding, fertilization potential.
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1. INTRODUCAO

A equinocultura no Brasil vem se desenvolvendo muito nos ultimos
tempos, sendo que em certos segmentos, como o0s esportes, possuem
representatividade internacional. O turismo rural é outra area que vem ganhando
adeptos, aumentando as opgdes de renda com a utilizagdo do cavalo. Minas
Gerais e Bahia sdo os estados que possuem os maiores rebanhos, e a regido
Centro-Oeste é a que possui maior crescimento exponencial. Isso coloca o Brasil
com um dos maiores efetivos do mundo. O uso do cavalo ocupa diretamente mais
de 640 mil pessoas no pais, gerando de forma indireta 3,2 milhdes de empregos e
movimentando um montante de 7,5 bilhdes de reais por ano na economia
nacional (LIMA et al., 2012).

Segundo Sullivan et al (1975) e Voss (1993) os equinos sao a espécie
possuidora dos menores indices de fertilidade, quando comparada com as demais
espéecies domésticas. Parte desse resultado esta relacionada com o fato de que
nesta espécie, ndo ocorreu uma selecgao por fertilidade (MERKT, 1986; HUGUES,
1991).

O aumento da demanda nos sistemas de criagdo equina levou a
necessidade do desenvolvimento de técnicas que possibilitassem um maior e
melhor aproveitamento do potencial produtivo e reprodutivo de varias espécies
domésticas (BRANDAO, 2008). A criopreservacdo do sémen é uma dessas
técnicas, que vieram para facilitar e otimizar a producgao.

A criopreservagdo do sémen proporciona varias vantagens, como
aumento da disponibilidade de espermatozoide, facilitando os trabalhos de
reproducao assistida. Outras vantagens € a otimizagado do uso de garanhdes com
comprovada superioridade genética, com a possibilidade do armazenamento de
sémen, mesmo fora da estagdo de monta e a quebra das barreiras geograficas,
que torna possivel a remessa de sémen para qualquer parte do mundo
(BARRETO et al., 2008).

Entretanto, a dificuldade de se obter uma avaliacdo de forma precisa
da fertiidade do sémen equino € um fator limitante para o desenvolvimento de
novas tecnologias de criopreservagdo do espermatozoide. As técnicas mais
eficientes de avaliagdo, como por exemplo, sistema de avaliacdo
computadorizado das caracteristicas seminais (CASA), técnicas de coloracao,



sondas fluorescentes, citometria de fluxo sdo mais laboriosas e onerosas.
Entretanto na maioria das vezes s6 s&o analisadas a motilidade das amostras de
sémen, por ser uma técnica facil e rapida. Porém essa analise ndo é capaz de
determinar defeitos celulares e possui baixa correlagdo com a fertilidade do
garanhdo (ALLEN, 2005). Outras avaliagdes, tais como coloragdo supravital, teste
hiposmotico que fornecem porcentagem de células espermaticas com as
membranas plasmaticas e acrossomal intactas estdo mais relacionadas com a
fertilidade do que a motilidade espermatica (WILHELM et al., 1996; NAGY et al.,
2003).

Os avancgos na criopreservagao de sémen de equinos s6 nao foram
maiores e mais significativas nas ultimas décadas devido as restrigdes impostas
por parte das associagdes de criadores, que nao permitiram, por muito tempo, o
registro de potros provenientes do uso de sémen criopreservado. O que as
associagdes alegavam para a proibicdo € que poderiam aumentar o numero de
fraudes no registro genealdgico (ALVARENGA, 2002).

O objetivo desta monografia é fazer uma revisao bibliografica sobre a
criopreservagdo de sémen equino, discorrendo sobre meios de congelamento,
meétodos de colheita do garanhdo, analises que sao realizadas no sémen e

protocolos de criopreservagao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fisiologia Reprodutiva do Macho

A funcao reprodutiva do macho esta relacionada com a producgéo de
espermatozoides e sua deposig¢ao no interior da fémea. Os espermatozoides sao
produzidos nos tubulos seminiferos dos testiculos e sdo entdo transportados
através da rede testis para os epididimos, onde passam por um periodo de
amadurecimento e sdo armazenados. Uma vez que tenha sido iniciada a
producao de espermatozoides € um processo continuo (REECE, 1996).

O controle da fisiologia reprodutiva do garanhdo é complexo e inclui
diversas estruturas que sdo: o hipotalamo, hipéfise, glandula pineal, o 6rgao
vomeronasal (OVN), e os testiculos. O hipotalamo é a regido responsavel pelo
primeiro estimulo hormonal no ciclo reprodutivo do garanhdo. Através deste,
ocorre a liberacao pulsatil do hormoénio liberador das gonadotrofinas (GnRH), que
age na hipdfise anterior, regulando a producédo e liberagcdo dos hormoénios
gonadotroficos, o horménio luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante
(FSH), que irdo atuar nas células dos testiculos regularizando a espermatogénese
e a esteroidogénese (BERTOL, 2009).

O FSH atua sobre as células de Sertoli e regula a producgao de proteina
ligadora de andrégenos, estrogénio, fatores de crescimento, inibina e ativina,
todos componentes importantes para a produgao de espermatozoides. A inibina e
a ativina estao relacionadas ao processo de feedback do FSH, regulacao do fluido
seminifero tubular, manutencdo da barreira hemato-testicular, e do
desenvolvimento das células germinativas essenciais para espermatogénese
(SAMPER, 2009).

Ja o LH atua sobre as células de Leydig dos testiculos, promovendo o
estimulo para a producdo dos hormdnios esteroides: a testosterona, a
diidrotestosterona e estrogénios, que regulam a espermatogénese, glandulas
acessoérias e a manutencdo da libido. Especificamente a testosterona e o
estrogénio atuam sobre o hipotalamo e a hipéfise no mecanismo de feedback
(BERTOL, 2009).



O termo espermatogénese refere-se a todo processo que envolve a
transformacao das células do epitélio germinativo em espermatozoide. Mitoses e
meioses ocorrem progressivamente durante o processo, de forma que os
espermatozoides apresentem um numero haploide de cromossomos (REECE,
1996). Esse processo ocorre nos tubulos seminiferos que constituem mais de
70% do parénquima testicular (BERTOL, 2009).

A espermiogénese é composta de varias transformacdes nucleares e
citoplasmaticas como perda de grande parte do citoplasma, reorganizacédo dos
organelos citoplasmaticos, formagcdo do acrossomo e também de uma
transformacao de uma célula imoével para uma célula potencialmente mével, onde
um flagelo foi formado. As espermatides maduras produzidas durante a fase final
da espermiogénese sao liberadas no interior do lumen dos tubulos seminiferos
como espermatozoides (REECE, 1996).

A célula espermatica é revestida mais externamente pela membrana
plasmatica (MP), composta de uma camada bimolecular de lipidios (fosfolipidios,
glicolipidios e colesterol), e proteinas (Fig. 1). E metabolicamente ativa, e devido a
sua composicao € impermeavel a maioria das moléculas. Tem como importante
papel isolar a célula do meio exterior e media reacdes com 0 meio que a cerca,
controlando o fluxo de agua e eletrolitos (COOPER, 1996).

PROTEINAS
PERFERICAS
J

PROTEINAS /
INTEGRAIS

Figura 1- Membrana plasméatica demonstrando a bicamada fosfolipidica com

proteinas periféricas e integrais.
Fonte: AMMAN e GRAHAM (1993)



As variagdes na quantidade de colesterol da membrana plasmatica
podem nao estar somente relacionadas com indices de capacitagdo, mas podem
também afetar a fertilidade e a capacitacdo do ejaculado de um garanhdo de
suportar a refrigeragao e congelamento (YANAGUIMACHI et al., 1994). Padrbes
definitivos de lipidios dos espermatozoides de um ejaculado s6 s&o estabelecidos
apo6s a maturacéo epididimaria (HOLT, 1984; WATSON, 1995).

Quando equiparado as outras espécies, como por exemplo, a ovina, a
membrana plasmatica dos espermatozoides dos equinos possui maior quantidade
de colesterol estimado em 37%. No entanto, esse conteudo n&o se difere
somente entre as espécies, mas também entre os individuos de uma mesma
espécie e mesmo entre os ejaculados de um mesmo individuo (GADELLA et al.,
2001).

Danos a membrana plasmatica dos espermatozoides resultam em
perdas irreversiveis da motilidade e/ou da capacidade de fecundacdo. Durante a
ejaculacdo e no trato genital feminino, os espermatozoides sao expostos a
inumeros fatores que podem causar danos a sua membrana plasmatica ou induzir
a morte celular, tais como alteragbes no meio que os circunda como pH,
temperatura e osmolaridade. Por esse motivo somente uma pequena quantidade
de células, de bilhdes que foram ejaculadas, chegardao ao oviduto (MORRIS et al.,
2000).

2.1.1. Capacitagcdo espermética e reagdo acrossémica

Os espermatozoides ejaculados dos mamiferos sao incapazes de
fecundar odcitos, sem que antes sofram algumas modificagbes no trato
reprodutivo feminino, esse processo € chamado de capacitagdo espermatica
(AMANN e GRAHAM, 1992).

A capacitacdo espermatica € um mecanismo que apresenta uma série
de alteracdes, que irdo preparar o espermatozoide para a reagao do acrossémica
(AMANN e GRAHAM, 1993). Uma dessas modificagao € a alteragdo do padrao de
motilidade espermatica, que é chamada de hiper-ativagcéo, ou hiper-motilidade.
Durante a passagem pelo epididimo, o espermatozoide adquire uma cobertura

glicoprotéica que é acrescida de outras proteinas do plasma seminal, que sao



liberadas no momento da ejaculagcdo. A fungdo dessas proteinas € manter a
integridade da membrana espermatica durante sua passagem pelo trato
reprodutivo feminino (TOPFER-PETERSEN et al, 2005). A capacitagéo
espermatica é o processo pelo qual essas proteinas sdo removidas ou modificada
para alterar o fluxo ibnico através das membranas, expor sitios de receptores da
membrana espermatica e remover componentes que estejam cobrindo a cauda,
que podem alterar a motilidade hiperativa flagelar. Mudangas similares ocorrem
nas porgdes caudal e rostral da cabega do espermatozoide, precedendo a reagao
acrossomica e nas pecgas intermediaria (AMANN e GRAHAM, 1992). A
desestabilizacdo da membrana plasmatica do espermatozoide € também
necessaria para sua capacidade fertilizante, esse processo ocorre através da
ligacdo do colesterol da membrana com proteinas da tuba uterina e de origem
folicular (EHRENWALD et al., 1990).

A reacao acrossbmica € um processo que envolve a fusdo e a
formacdo de uma vesicula da membrana do acrossoma com a membrana
plasmatica da célula espermatica, permitindo a liberacdo de suas enzimas
hidroliticas. A reagéo, no entanto, so ira ocorrer apos a ligagdo do espermatozoide
com a zona pelucida, em algumas espécies, sendo parcialmente induzida por um
componente glicoprotéico da zona pelucida (YANAGUIMACHI, 1994).

2.2. Criopreservacao

A criopreservagao do sémen equino se trata de um importante
instrumento no melhoramento genético da espécie, pela maximizagdo do uso de
bons reprodutores. Porém, os indices de fertilidade obtidos com equinos ainda
sdo muito abaixo dos obtidos com sémen congelado de bovinos (FURST et al,
2005).

A diminuicdo da taxa de fertilidade observada apdés o processo de
congelamento e descongelamento esta relacionada, principalmente, aos danos
causados ao funcionamento e as estruturas das membranas dos
espermatozoides (PARKS & GRAHAM, 1992).

Desta forma diversos fatores devem ser analisados no congelamento

de sémen de garanhdes, como por exemplo: exposicdo dos espermatozoides a



refrigeragdo, danos causados pelos cristais de gelo e mudangas intracelulares
devido a desidratacdo (AMANN & PICKETT, 1987).

A refrigeracao € uma etapa que quando efetuada de modo inadequado,
causa choque térmico que induz a ocorréncia de danos parcialmente irreversiveis
ao espermatozoide, caracterizados por padrbes anormais de movimento (circular
ou retrégado), perda rapida da motilidade, lesbes no acrossoma, danos a
membrana plasmatica, redugcdo da atividade metabdlica e perda dos
componentes intracelulares. Muitos desses defeitos s&o decorrentes de
alteracbes da membrana plasmatica a medida que os espermatozoides evoluem
nas transi¢des de fase, do estado liquido cristalino para o estado de gel e durante
a refrigeracdo (GRAHAM, 1996).

Antes do processo de congelamento o sémen deve ser refrigerado da
temperatura corpérea a temperatura ambiente (37 a 20 °C), sem ocasionar danos
aos espermatozoides. Para isto é necessario diluir o s€men em meio adequado. A
queda de temperatura de 20°C até 5°C € o momento onde ocorre o maior impacto
e ocorre um estresse inicial (SQUIRES et al., 1999), devido a mudanga de fase da
membrana plasmatica, e essa alteracdo de fase dificulta a permeabilidade dos
crioprotetores no meio (GRAHAM, 1996; MEDEIROS, 2002).

Durante o processo de criopreservagdo, a suspensdo de
espermatozoides atinge temperaturas abaixo do ponto de congelamento do meio
(super resfriamento), antes que ocorra a formagéao de cristais. Quando o processo
de formagéo dos cristais de gelo inicia, estes podem lesionar a membrana sendo
deletério para o espermatozoide, mas esse efeito pode ser minimizado pelo uso
de curvas adequadas de congelamento (SQUIRES et al., 1999).

Quando o processo de congelamento é lento, a agua extracelular
congela, e como consequéncia ocorre a concentragcdo de soluto, colocando a
célula, momentaneamente, em um meio hipertbnico e promovendo perda rapida
da agua, o que leva a desidratacao celular (Fig.2). Por outro lado, quando a célula
€ congelada rapidamente, ndo ha perda de agua, promovendo com isso, a

formacgao de cristais de gelo intracelular (MAZUR, 1985).



Figura 2 - Canais ndo congelados, demonstrando a formacéao de gelo

extracelular
(SQUIRES et al., 1999)

Sob a temperatura de 5°C, a agua intra e extracelular permanece super
refrigerada e nao cristaliza. No entanto, quando atinge as temperaturas de -5 e
-10°C comegam a se formar cristais, neste momento, a curva de congelamento
deve ser lenta para evitar o congelamento da agua intracelular, e rapida o
suficiente para evitar o contato da célula desidratada com o meio hiperosmatico. A
perda severa de agua promove desnaturagdo das macromoléculas e
encolhimento excessivo da célula causando colapso da membrana plasmatica
(MEDEIROS, 2002). A perda de agua e a desidratacdo celular sdo eventos
desejaveis, pois reduzem a probabilidade de formar cristais de gelo dentro da
célula, o que ocasionaria danos as estruturas internas e/ou a membrana
plasmatica (SQUIRES et al.,1999).

2.2.1. Componentes dos diluentes

Tanto para a refrigeragdo como para o congelamento do sémen, sao
utilizados diluentes com o intuito de proteger os espermatozoides dos efeitos
criticos do processo de congelamento e estabilizagdo dos componentes da
membrana plasmatica. Para tanto, devem ser adicionados aos diluentes,
crioprotetores e macromoléculas como lipoproteinas e fosfolipidios que atuarao

como estabilizadores da membrana plasmatica. Devemos ainda fornecer fonte de



nutrientes para o metabolismo espermatico e meio tampao para a manutencgao do
pH. (PARKS & GRAHAM, 1992; JASKO, 1994).

Um diluidor ideal, segundo Amann & Pickett, (1987) e Silva Filho (1994)
deve propiciar: pressdo osmotica compativel com o espermatozoide; apropriado
equilibrio mineral e adequada combinacgao de nutrientes; sistema com capacidade
de neutralizar catabdlitos espermaticos; substancias com capacidade protetora
para as alteracbes de temperatura, principalmente para o frio; capacidade de
estabilizar membranas e sistema enzimatico; propiciar um ambiente livre de
microrganismos patogénicos; baixo custo; ndo oferecer toxidade ao
espermatozoide; provocar baixa irritabilidade ao aparelho genital e ser de facil
aquisicgao.

Os diluidores mais utilizados para sémen equino ao redor mundo,
assim como no Brasil, sdo derivados do diluente desenvolvidos por Kenney et al.,
(1975), que é feito a base de leite em pd desnatado, glicose e tampéo
bicarbonato. Diluidores derivados deste meio sdo encontrados, adicionados de
diferentes tipos de constituintes como: antibiético, acucares, gema de ovo,
aminoacidos, e outros componentes com propriedades favoraveis ao sémen,

sendo que os tipos de diluidores alteram de acordo com o pais (SAMPER, 2007).

a) Crioprotetores

A procura por substancias com propriedade crioprotetoras tem sido
motivo de diversas pesquisas. Essa busca tem sido impulsionada devido ao fato
de somente uma parte dos garanhdes apresentarem sémen com uma boa
resposta ao congelamento, com os meio utilizados. Conforme atestam Arruda et
al., (1989) e Alvarenga et al., (2000).

O mecanismo de acao dos crioprotetores baseia-se principalmente na
reducao do ponto de solidificagdo da solugdo no congelamento, promovendo um
maior tempo para desidratacédo da célula, reduzindo assim a formagéo de cristais
de gelo intracelulares (MAZUR, 1970; MERYMAN, et al.,1977; MCGANN, 1978;
JONDET, et al., 1984).

Uma segunda funcao do crioprotetor parece ser sua interagcdo com a
membrana celular, exercendo acédo estabilizadora durante as mudancas de

estado liquido para o sdlido, e vice-versa no descongelamento. Outra possivel
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acao dos crioprotetores € a de diminuir os efeitos das altas concentracdes
osmaticas durante a desidratacéo celular, pois muitas moléculas se dissolvem na
mistura de crioprotetor e na agua, tornando-se menos lesivos para célula
(SEIDEL, 1986).

Quando analisadas diversas literaturas, é possivel verificar que existe
uma divisdo basica que classifica os crioprotetores em dois tipos, aqueles que séo
penetrantes (intracelulares) e os ndo penetrantes (extracelulares) (KEITH, 1998).

Os crioprotetores intracelulares ou penetrantes atuam através de suas
propriedades coligativas, reduzindo o ponto crioscépico intracelular. Desta forma,
uma maior quantidade de agua permanece no estado liquido quando submetida a
baixas temperaturas, reduzindo a concentragdo intracelular de solutos e
proporcionando, assim, um ambiente menos deletério a célula espermatica
durante o congelamento (WATSON, 1995). Varios crioprotetores ja foram
utilizados para criopreservagdo dos espermatozoides, como glicerol, dimetil
sulféxido, etileno glicol e propileno glicol, assim como as combinagdes deles
(SOARES et al.,2009).

O glicerol é o crioprotetor mais utilizado para criopreservagdao de
espermatozoides da maioria dos animais domeésticos, inclusive para o equino (GIL
et al., 2003). Apesar disto, o glicerol é incriminado como um dos principais
responsaveis pela baixa motilidade espermatica pds-descongelamento, bem
como por reduzir taxas de fertilidade (ALVARENGA, 2002).

As amidas demonstraram boa eficiéncia no congelamento do sémen de
diversas espécies animais, inclusive a equina. Os resultados atingidos com sua
utilizacdo sao positivos nos diversos parametros espermaticos avaliados, em
especial para garanhdes que apresentam resultados desfavoraveis com o uso do
glicerol (GOMES et al., 2002; MEDEIROS et al 2002; ALVARENGA et al., 2005;
CARMO et al.,2005). De maneira geral, as amidas apresentam uma menor
toxidade ao espermatozoide quando comparadas ao glicerol (AMMAN &
PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996). Sua eficiéncia pode estar relacionada ao fato
de possuir menor peso molecular em relagdo ao glicerol, o qual confere uma
maior permeabilidade na membrana plasmatica e acrossomal, consequentemente
causa menor dano osmotico aos espermatozoides (MEDEIROS et al., 2003).

Os crioprotetores extracelulares ou nao penetrantes atuam como

solutos ou coldides, ndo servindo como solventes. Incluem-se nesta categoria os
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agucares (lactose, frutose, rafinose ou trealose) e polimeros sintéticos (metil
celulose) (GRAHAM, 1996).

b) AcUcares

A atuacdo dos acgucares € através da pressao osmoética, promovendo a
desidratagao celular, portanto a agua passivel de ser congelada no interior da
célula é reduzida, com isso os problemas causados pela cristalizacdo da agua
também diminuem (AISEN, 2002). Outra fungdo que o agucar possui além de
crioprotetor, € que este atua como substrato energético para o espermatozoide
(YILDIZ et al., 2000), o que gera uma protegdo a membrana plasmatica durante o
periodo de congelamento e descongelamento, promovendo interagbes diretas
com a membrana, onde estdo relacionadas ligagbes de hidrogénio dos grupos
hidroxil dos agucares com os grupos fosfatos localizados na cabega dos
fosfolipidios (SOARES, 2009).

Devido ao fato de restaurarem o percentual de agua ao redor dos
grupos das cabegas dos fosfolipidios, os agucares podem inibir os danos
causados pela desidratagédo extrema, injuria que pode ocorrer com o processo de
congelamento. Na maioria dos casos os dissacarideos (sacarose e trealose)
possuem maior eficiéncia em estabilizar a bicamada da membrana do que os
monossacarideos (DE LEEUW, 1993), permanecendo sua capacidade de
transporte de calcio, inibicdo da fusdo de membranas e manutengao de lipideos
numa fase fluida quando ocorrer auséncia de agua (ANCHORDOGUY et al.,
1987; CROWE et al., 1987).

c) Gemade ovo

A gema de ovo proporciona uma protecdo aos espermatozoides contra
o choque térmico por meio das lipoproteinas de baixa densidade (AMANN &
GRAHAM, 1993), que ficam firmemente ligadas aos espermatozoides, em
especial a lipoproteina 3 (FOULKES, 1977). Outro fato € que a gema de ovo
estabiliza a membrana espermatica, pois neutraliza os componentes deletérios
que estao presentes no plasma seminal (AURICH, 2005). Porém, a gema de ovo

possui como componente a progesterona, o que poderia induzir uma capacitagao
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espermatica precoce, gerando uma reducéo da fertilidade (LIPAR et al., 1999).
Como foi demonstrado por Cheng et al., (1998), onde afirma que a ligagdo da
progesterona exdégena marcada ao receptor localizado na membrana plasmatica
do espermatozoide equino parece atuar como um estimulo na indugéo da reagao

do acrossomo.

d) Leite

Um dos diluentes mais utilizados para sémen equino é o leite, talvez
devido ao fato de suas lipoproteinas possuirem uma atuagdo semelhante as da
gema de ovo na protegao da membrana plasmatica (AMANN & GRAHAM, 1992).
Proteinas do leite podem estabilizar os elementos proteicos da membrana do
espermatozoide (WATSON, 1981). A caseina, por exemplo, liga-se fortemente
com ions Ca’™, o que poderia impedir o acumulo intracelular de quantidades
toxicas de Ca’", resultantes do dano das membranas. O leite também contém
lactenina, proteina de baixo peso molecular e bactericida para cepas de
Streptococcus spp. (HOCHACHKA, 1987).

e) Antibioticos

A utilizacao de antibiéticos na composicédo dos diluidores € uma pratica
recomendada com o intuito de reduzir o crescimento bacteriano durante o periodo
de armazenamento do sémen até o momento da inseminagao. Entretanto, estes
componentes ndao devem interferir na qualidade seminal ou mesmo prejudicar o
estabelecimento da microflora vaginal, o que poderia estimular o crescimento de

microorganismos patogénicos (DARENIUS, 1998).

f) Tampdes

O metabolismo espermatico funciona de forma continua o que leva a
producdo de grandes quantidades de catabdlitos toxicos, que gera um aumento
do acido latico no meio extracelular. O acumulo deste componente pode levar a
morte dos espermatozoides, devido a alteracdo drastica que ocorre no pH do

meio extracelular, justificando assim a necessidade de adicdo de tampdes ao
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diluente. O fosfato foi o composto primeiramente testado para este fim, porém o
citrato de sdédio possui uma maior eficiéncia para esta finalidade. Este aumenta a
capacidade de diluicado da gema de ovo ao meio liquido, fendmeno que favorece a

agao da gema sobre as células (HOLT, 2000).

2.3. Colheita de sémen

Ao longo de varios anos as técnicas para a colheita de sémen equino
foram desenvolvidas e aperfeicoadas, podendo ser feita por varios métodos,
como a camisa peniana, vagina artificial, esponja, colheita direta da cavidade
vaginal ou uterina, métodos farmacologicos e colheita diretamente do epididimo
(GRANEMANN, 2006).

A area utilizada para a colheita de sémen deve ter um amplo espaco
fisico, sem poeira, limpa e livre de barulhos, pessoas e animais que possam
distrair o garanhdo. Garanhdes com pouca experiéncia e jovens devem ser
manejados numa area maior do que um garanhdo mais experiente e bem
treinado. A superficie do solo deve sempre ser abrasiva o suficiente para que
possa permitir que o garanhao tenha uma boa tragdo mesmo se o chao estiver
molhado (SAMPER, 2009).

2.3.1. Vagina Artificial.

A colheita de sémen realizada com o auxilio de vagina artificial (VA) é a
mais utilizada pela sua facilidade de aplicagcdo, sendo que estas podem ser de
diferentes tipos e modelos: do tipo fechada como Hannover, Nishikawa, Colorado,
Missouri, Botucatu; ou do tipo aberta Polonesa (TISCHNER, 1979). Na
preparacao da VA, esta deve ser preenchida com agua, e completada ou ndo com
ar para adequagao da pressao interna. De acordo com o modelo de VA a
temperatura da agua a ser adicionada varia, a escolha do modelo é de acordo
com a preferéncia de cada profissional e de cada garanhdo. De modo geral a

temperatura sera por volta de 48°C a 55°C no preenchimento, para que no
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momento da colheita a temperatura interna esteja entre 40 e 42°C (BRINSKO et
al., 1999).

2.3.2. Manequim artificial

O manequim artificial é feito com um cilindro oco fechado nas
extremidades, e recoberto por material acolchoado com uma superficie nao
abrasiva e livre de dobras. Deve possuir regulagens de altura e angulagéo para
que assim seja possivel promover a adaptagéo a diferentes pesos e estaturas de
garanhdes (SAMPER, 2009). Como constaram (SILVA FILHO et al., 1999), a
utilizacdo do manequim artificial para a colheita de sémen proporciona maior
segurancga tanto para o garanhdo como para o veterinario, possibilitando assim

gue animais mais agressivos, porém com alto valor genético sejam utilizados.

2.3.3. Manequim natural

Garanhdes com baixa libido ou com alguma relutancia na realizacéo da
monta em manequim artificial podem ser estimulados por uma égua no estro
antes da colheita, também conhecida como manequim natural. Porém se a égua
nao estiver receptiva, ela pode mostrar sinais intensos de agressividade
(WARING, 2003).

Alguns cuidados devem ser tomados ao se utilizar éguas em cio para a
colheita do sémen, pois estas podem gerar situagdes inusitadas, tais como: éguas
que mesmo no cio ndo aceitam a monta, que necessitam de “cachimbo” para
contencado, que apresentam movimentagao lateral que pode colocar em risco o
veterinario que esta fazendo a colheita. As peias utilizadas para conter os
membros posteriores da égua para evitar que o garanhdo sofra algum trauma
durante a monta podem se soltar durante o procedimento, colocando em risco o
garanhao e o veterinario. As vezes durante a descida do garanh&o essas peias
podem ficar presas ao membro anterior do mesmo o que gera ao animal um risco
de fraturas (BERTOL, 2009). Porém se todo cuidado for tomado, e o veterinario

estiver atento a qualquer imprevisto, este € um método muito eficiente de colheita.
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2.3.4. Método Farmacolégico

Segundo Alvarenga et al., (2009) os problemas relacionados ao
comportamento sexual sdo a segunda maior causa de disturbios reprodutivos
encontrados, e se caracterizam na maioria das vezes por disturbios que
interferem na capacidade de ejaculagdo. Geralmente a ere¢ao e capacidade de
monta estdo presentes, contudo nao ocorre ejaculagao.

Para solucionar estes problemas estudos estdo sendo desenvolvidos
para produzir métodos farmacolégicos de indugéo de ejaculagdo em garanhdes.

Os compostos principais que foram estudados até os dias atuais
incluem a-adrenérgicos e agentes estimuladores da musculatura lisa. Dentre eles
estdo a «xilazina, imipramina, (MCDONEEL, 2001) prostaglandina Fyq
(MCDONNELL & LOVE, 1991) e detomidina (ROWLEY et al., 1999).

Os protocolos de inducdo de ejaculagdo de garanhbes possuem
diversas variacbes de doses, horarios de aplicagdo, vias de administragdo,
combinagdes de agentes e procedimentos de pré-tratamento que variam de
acordo com o caso e o protocolo adotado (MCDONEEL, 2001).

Para os protocolos realizados com a utilizagado de xilazina, verifica-se
que a ejaculagao é afetada pelo nivel de excitacdo do garanhdo. E embora estes
procedimentos sejam realizados enquanto o garanhdo ndo estd sexualmente
excitado, a taxa de ejaculacdo pode melhorar se algumas horas antes do
tratamento, o animal for submetido a estimulos prolongados. As caracteristicas de
ejaculacao variam significativamente entre os protocolos de tratamento, e esta
aparentemente associada com a contracdo muscular variavelmente aumentada
ou uma pequena inibicdo das ampolas e glandulas sexuais acessorias. O sémen
obtido utilizando somente xilazina tem normalmente volume, concentragao, pH e
numero total de espermatozoides semelhante aos obtidos do ejaculado através
da cépula (MCDONNELL & LOVE, 1991)

O tratamento com a utilizagdo de imipramina (2,0mg/kg que pode ou
nao ser associada a xilazina 0,2-0,3mg/kg) ou detomidina aparentemente
aumenta a contragdo das ampolas, e inibe a contragdo das outras glandulas
acessorias. Os ejaculados obtidos possuem menor volume, maior concentracéao, e

pH mais baixo do que o ejaculado obtido com a cépula (MCDONNELL, 2001).
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O protocolo utilizando PGF,, aparentemente aumenta seletivamente a
contragdo das glandulas acessorias, 0 que resulta em ejaculados de maior
volume, concentragbes mais baixas, numero total de espermatozoides
semelhante ao obtido com a cépula, grandes quantidades de gel, e um pH mais
elevado do que o obtido em amostras com a copula (MCDONNELL & LOVE,
1991).

2.3.5. Colheita de espermatozoides do epididimo

Muitos métodos de recuperacgéo sao descritos e variam dependendo do
autor e da espécie animal (GRANEMANN, 2006). Existem cinco métodos basicos
para recuperacao de espermatozoides do epididimo. Normalmente trés técnicas
sao utilizadas para colheita de espermatozoides de animais mortos e duas sao
aplicadas a pacientes vivos (GUERRERO, 2006).

As técnicas utilizadas em animais que ja estdo em obito s&o:

Método de Flutuagao, técnica de perfusdo e a mais utilizada que € a
técnica de fluxo retrogrado na cauda do epididimo. Esta ultima consiste na
separagao do complexo testiculo-epididimo remoc¢ao dos tecidos que envolvem o
epididimo a partir da dissecagdo do tecido conjuntivo que recobre a cauda do
epididimo. O segmento € entdo estendido na posi¢ao vertical e feita uma pressao
com uma seringa nos vasos deferentes, com a pressdo os espermatozoides
epididimarios sao carreados pelo diluente e extravasam pelo corte realizado na
juncao entre a cauda e corpo epididimal (GARDE et al., 1994). A recuperagao
espermatica com esse método € muito boa em média varia de 15 a 20 bilhdes de
espermatozoides por epididimo (BRUEMMER, 2006).

A colheita de espermatozoide da cauda do epididimo através do fluxo
retrégado é a técnica mais indicada para equinos, pois as amostras obtidas s&o
menos contaminadas e de melhor qualidade seminal em relacdo aos outros
métodos. Possui como limitagao o fato de ser usada para grandes animais devido
ao tamanho do epididimo e ser mais complexa que as outras técnicas
(MARTINEZ-PASTOR et al., 2006).

Ja a aspiragao microcirurgica de espermatozoide do epididimo (MESA)
(TEMPLE-SMITH et al.,1985; SILBER et al., 1994) e aspiragdo percutédnea de
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espermatozoides do epididimo (PESA) (SHRIVASTAV et al., 1994), normalmente
sdo aplicadas em pacientes vivos e sdo um grande avango biotecnologico ao
combate de infertilidade masculina. Ja que fornece uma alternativa para aqueles
animais que por algum motivo ndo conseguem realizar parte de sua funcao
reprodutiva (MONTEIRO et al., 2009).

2.4. Andlises para congelamento

Os pesquisadores tém se dedicado a aprimorar técnicas mais
modernas para avaliagdo do sémen, entretanto, como sio varios os atributos que
devem ser avaliados a fim de se determinar o real potencial fertilizante do
espermatozoide, uma bateria de testes laboratoriais tem sido investigada. Assim,
varios autores recomendam a realizacao de testes laboratoriais nao tradicionais
além dos testes que sdo comumente analisados (LOVE et al., 2001; VARNER,
2003; BOE-HANSEN et al., 2005; NEILD et al., 2005).

Testes in vitro sdo frequentemente realizados para determinacédo da
qualidade do sémen a ser utilizado em Inseminagao artificial (IA) ou em
procedimentos de biotecnologia de embrides, por haver relagédo da qualidade do
material seminal e a fertilidade do garanhao (BICUDO et al., 2007). As avaliagbes
laboratoriais que s&o normalmente realizadas com o objetivo de estimar o
potencial de fertilidade de uma partida de sémen sao: motilidade espermatica (%);
vigor (1-5); concentracao espermatica (milhdes/mL); anormalidades espermaticas
(%) e teste de integridade de membranas, plasmatica e acrossomal. Estas
avaliagdes vém sendo utilizadas desde a década de 80, com base nas técnicas e
padrées minimos exigidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal para
avaliacdo do sémen, in natura ou criopreservado (ARRUDA et al., 1992).

Dentre os testes existentes, a avaliacdo da motilidade € comumente
usada, por ser relativamente simples e barata. Apesar de este método nao avaliar
os atributos que os espermatozoides devem possuir para fecundacao (GRAHAM,
2001; SQUIRES et al., 1999). Com relagao a viabilidade espermatica essa técnica
€ bem indicada, em razao de a sua queda ser acompanhada pelo decréscimo do

numero de células com integridade estrutural (ZUCCARI, 1998).
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Programas computadorizados para avaliagdo espermatica podem ser
mais objetivos e oferecer resultados com maior repetibilidade nas avaliagbes, do
que somente a utilizagcdo da habilidade humana em identificar padrbes de
motilidade ou de anormalidade espermatica (Arruda et al., 2003). A avaliagao da
cinética de um grande numero de espermatozoides pode ser determinada em
analise do movimento espermatico monitorada por computador, no qual cada
trajetoria percorrida pela cabega do espermatozoide é registrada, reconstituida e
mensurada. O sistema automatizado de analise de motilidade (CASA)
proporciona a oportunidade de avaliar multiplas caracteristicas espermaticas em
uma unica amostra de sémen com alto grau de repetibilidade (MORTIMER &
MAXWELL, 2004). O poder de analise deste tipo de teste € dado pela avaliagao
precisa e acurada dos espermatozoides com alto grau de objetividade, podendo
assim aprimorar o processo de avaliacdo seminal dos animais domeésticos
(VERSTEGEN et al., 2002).

A vantagem do sistema de avaliagdo computadorizada é que diminui a
possibilidade de erros, por ser mais objetivo, além de disponibilizar mais
informacgdes tais como a velocidade e o tipo de trajetoria dos espermatozoides. As
desvantagens do uso desta técnica estdo relacionadas aos custos necessarios
para cada avaliagdo (SQUIRES et al., 1999; AURICH, 2005).

Avancos recentes na tecnologia de coloragdo também tém fornecido
novos meios de se avaliar a capacidade funcional de espermatozoides em
diversas espécies. Para as avaliagdes através de esfregagco e coloragéo
normalmente utilizam como corantes a hematoxilina-eosina ou giemsa, as de
bengala. Porém vale ressaltar que as técnicas que usam corantes em esfregagos
de sémen podem produzir danos as estruturas espermaticas durante sua
confeccdo, o que nao acontece em preparagdes umidas. As preparagdes umidas
sdo as mais simples e fidedignas para o estudo do acrossoma, bem como de
outras estruturas espermaticas, sendo mais recomendado o tampédo fosfato
associado a baixa concentragdo de glutaraldeido (BATH & OKO, 1989 out put
BICUDO et al., 2007).

Outra possibilidade é o uso de sondas fluorescentes, que monitoram a
funcionalidade ou a integridade das estruturas dos espermatozoides, as quais
possuem a capacidade de se ligar a pontos especificos das células, permitindo

um diagnéstico mais rapido, facil e direto, dependendo somente das
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caracteristicas fisicas do espermatozoide (CELEGHINI et al., 2007). Para a
determinacao da integridade do acrossomo, tem sido popularizada a combinagao
de sondas fluorescentes, como o isotiocionato de fluoresceina (FITC) associado a
aglutininas como a do Ricinus communis (RCA) e Psium sativum (PSA), os quais
apresentam capacidade de ligagdo a glicoproteinas especificas da membrana
acrossomal (ARRUDA et al.,, 2005), A combinacdo de varios corantes
fluorescentes  disponibiliza uma avaliagdo de diversas estruturas
simultaneamente, além de distinguir células espermaticas viaveis e nao viaveis
(SOARES et al., 2009).

Embora o uso de sondas fluorescentes por microscopia seja um
método eficaz para avaliagdo espermatica, o numero de espermatozoides
avaliados normalmente ndao excede 200, o que dificulta a avaliagdo de grandes
quantidades de amostras. Desta forma, a citometria de fluxo surge como uma
técnica vantajosa em relacdo as formas classicas para avaliagdo da célula
espermatica, uma vez que este sistema automatizado tem a capacidade de
examinar 10.000 espermatozoides em menos de um minuto, permitindo maior
exatidao nos resultados. Porém, apesar de cientistas procurarem intensamente
desenvolver técnicas laboratoriais que predizem com exatiddo a fertilidade do
sémen, nenhum teste laboratorial isolado pode estimar seu potencial de
fecundagao (ARRUDA et al., 2004).

2.5. Protocolos de congelamento

O sémen deve ser diluido para que se realize a centrifugagdo com a
finalidade da remocao de grande parte do plasma seminal, e concentracao do
ejaculado para posterior adigdo do diluente de congelamento (ASHWOOD-
SMITH, 1987). Apesar de ser necessaria, a centrifugagdo ndo € um processo
inbcuo para o espermatozoide, e pode ser considerado um ponto critico, por
existir o risco a indugao da peroxidagao dos lipideos da membrana (PARINAUD et
al., 1997).

Para a centrifugacao, a porgao livre de gel do ejaculado é diluida em
meio apropriado até obter concentracéo de aproximadamente, 50x10° sptz/mL. O
meio diluente é entdo pré-aquecido a 37°C e o sémen diluido é colocado em
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tubos de 15 ou 50 ml e centrifugado por 10 a 15 minutos a 400 — 600xg. Os
diluidores normalmente utilizados para o processo de centrifugagcédo sdo: Kenney,
citrato-EDTA, glicose-EDTA e lactose-EDTA, (glicose-leite desnatado, leite
desnatado UHT, INRA, entre muitos outros (MARTIM, et al., 1979; MCKINNON,
1996; VIDAMENT, 2005).

Apos o processo de centrifugagcdo, o sobrenadante é aspirado e
desprezado, em seguida resuspende-se o “pellet’, constituido de
espermatozoides, no meio diluente de congelamento, na proporgcdo de 1:1, ou
proxima desta. Esta pequena diluicdo inicial € feita para realizar o calculo da
concentragdo e assim ajustar o volume para obter a concentragdo espermatica
por mililitro desejada. Uma redugdo de 10% da motilidade espermatica pela
centrifugacao é considerada aceitavel (MCKINNON, 1996). Tem-se utilizado em
meédia concentracdes finais que variam de 25 a 400 milhdes espermatozoide/mL
(JASKO, 1994; VIDAMENT et al., 1997). Contudo os melhores resultados sao
observados com concentracdo de 100 ou 200 milhdes de espermatozoides/mL
(NASCIMENTO, 2006).

O envase do sémen diluido é feito em seguida, em palhetas plasticas
com capacidade de 0,5mL ou 0,25mL com o objetivo de obter um congelamento
mais uniforme das amostras (VIDAMENT et al., 1997).

O préoximo procedimento a ser realizado é a refrigeracdo para
estabilizacdo da membrana plasmatica. As taxas de resfriamento podem ser
divididas dentro de trés categorias: lentas (menor que 0,33°C/min); médias
(0,33°C/min a 1,0°C/min) e rapidas (maior que 1,0°C/min). A mais utilizada é a
refrigeracdo média, e este processo é realizado por aproximadamente 35, até
estabilizar a temperatura em 5°C (DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984).

O que vem a seguir no processo de criopreservagao é o congelamento
do sémen. Nao se tem um protocolo pré determinando para chegar a uma curva
ideal, pois esta depende de varios fatores, como por exemplo, a composi¢ao do
meio diluidor, a adi¢ado do crioprotetor, qual a concentragcédo do crioprotetor e taxas
de resfriamento (HEITLAND et al., 1996). Na maioria dos protocolos atualmente
disponiveis para o congelamento é utilizada uma curva de congelamento rapida
de -60°C/min., sendo obtida pela exposicdo das palhetas horizontalmente, 6 cm
acima do vapor de nitrogénio por 15 a 20minutos (AMANN e PICKETT, 1987).
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Congeladores programaveis sao muito convenientes para o
congelamento de grandes quantidades de palhetas de sémen, além de
proporcionar um maior controle da taxa de congelamento. O beneficio de muitos
congeladores programaveis € que a curva de refrigeracao pode ser programada,
por exemplo, 4 a 5°C por 4min., de -5 a -110°C por 25min. E de -110 a -140°C por
35min. e, somente depois, as palhetas de sémen s&o mergulhadas em nitrogénio
liquido (PURDY, 2006).

2.6. Descongelamento

A curva de descongelamento varia de acordo com o tipo de
envasamento e do tempo de exposicdo a uma determinada temperatura
(PICKETT & AMANN, 1993).

Quando o congelamento é feito com curva muito rapida, ndo ha tempo
suficiente para que uma desidratacdo adequada ocorra, resultando em grandes
cristais de gelo que sao formados no meio intracelular. Portanto para o
descongelamento a velocidade também necessita ser rapida, para que nao ocorra
a recristalizagao (fuséo de cristais de gelo) e, consequentemente lesao celular. Da
mesma forma o congelamento lento requer um descongelamento lento. Pois
neste caso, a desidratagcado celular € maior e necessita de um tempo maior para
que ocorra a re-hidratacdo espermatica, para que a célula ndo perca a sua
viabilidade morfofuncional (MAZUR, 1985).

Holt (2000) sugere que para o descongelamento de amostras de
sémen testando com diferentes curvas de aquecimento é recomendavel utilizagdo
de temperaturas relativamente altas de banho-maria entre 60°C e 70°C durante 7
segundos.

Ja em estudos realizados onde o foco era avaliar diferentes tipos de
envasamentos e sua influencia no descongelamento, foi concluido que, para o
envasamento em palhetas com capacidade para um volume de 0,5 e de 0,25 mL
e macrotubos de 4 mL, a temperatura que proporcionou melhores parametros
espermaticos como motilidade progressiva, em analises computadorizadas, foi
65°C por 6 segundos (DELL"AQUA JUNIOR e PAPA, 2001).
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2.6.1. Algumas técnicas de avaliagdes do sémen descongelado

Os critérios estabelecidos para o uso de sémen descongelado na IA
(Inseminacao Artificial) ttm sido preconizados como sendo no minimo 30% de
motilidade total logo depois de finalizado o processo de descongelamento
(CRISTANELLI et al., 1984; LOVE et al., 1989). Entretanto somente a avaliagao
da motilidade espermatica nao informa de forma adequada a real capacidade de
fecundagdo do sémen (GRAHAM et al., 1996). No Brasil, o CBRA (1998)
estabelece como parametro para condenagdo do sémen congelado valores
inferiores a 30% de motilidade total, vigor menor que trés e acima de 40% de
espermatozoides com defeitos.

Devido ao fato dos parametros convencionais das caracteristicas
espermaticas mostrarem baixa, ou nenhuma correlacdo com a fertilidade, outras
técnicas tém sido desenvolvidas com o objetivo de avaliar melhor a capacidade
fecundante do sémen nas diferentes espécies (JEYENDRAN et al., 1984; SMITH
& MURRAY, 1997; VAZQUEZ, 1997; MELO, 1999).

Dentre os testes que tem como objetivo dizer com maior acuracia a
capacidade fertilizante do gameta masculino pode se citar as técnicas que
utilizam corantes especificos, microscopia eletrbnica ou avaliacdo do
comportamento do sémen diante das solugdes hiposmadticas esses testes sédo:
(FURST, 2006).

a) Coloragao supravital: também conhecida como coloragao de vivos e
mortos, € a utilizacdo de corantes derivados da fluoresceina, que podem ou nao
estar combinados com outros corantes de fundo. A agao desses corantes é
dependente da integridade estrutural da membrana plasmatica da cabega do
espermatozoide, permitindo ou ndo a penetracdo no compartimento nuclear deste
(GARNER et al., 1986). Os corantes utilizados para esta finalidade é a eosina e a
nigrosina. A eosina € um corante supravital que ndo penetra em células quando
estas possuem a membrana plasmatica intacta, mas, quando lesadas, estas sao
coradas em rosa. A nigrosina é responsavel pelo contraste mais escuro de fundo
da lamina, o qual permite a visualizagcdo dos espermatozoides nao corados.
Portanto, este teste tem sido recomendado como uma avaliagédo adicional aquelas
de rotina (Brito, 2007).
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b) Teste hiposmoético: € o método utilizado para se verificar a
integridade funcional da membrana da célula espermatica em diversas espécies
(FURST, 2006). Este teste é baseado na capacidade que o espermatozoide
possui de reagir quando exposto a solugdes hiposméticas. Isso se deve ao fato de
que nessas condi¢cdes ocorre o influxo de agua para dentro da célula, para que
um equilibrio osmoético seja estabelecido entre o meio extra e intracelular,
provocando o aumento de volume na célula e posterior dobramento da cauda
(JEYENDRAN et al.,, 1992). A reatividade da membrana espermatica ao meio
hiposmoético esta provavelmente relacionada com a presenga de um mecanismo
idnico ativo na membrana celular, envolvendo o sistema de bomba de Na*/ K*
(DARNNEL et al, 1986).

C) Teste de termorresisténcia (TTR): consiste na incubagdo do sémen a
temperatura de 36°C por um periodo de 30 minutos. Neste teste sdo analisados
motilidade e o vigor espermatico ao longo desse tempo. Varios fatores vao
influenciar no resultado deste teste, dentre eles: efeito do ejaculado (PINTO et al.,
1978), método de congelamento (PICKETT et al., 1961) e efeitos do tempo
incubagao (JONDET, 1980).
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3. CONCLUSAO

O desenvolvimento da criopreservagao foi de grande importancia para
equinocultura, sendo que desde o seu surgimento, esta tem sido aprimorada,
através do desenvolvimento de diferentes diluentes e de sua técnica.

Na realizagdo do congelamento de sémen s&o utilizados crioprotetores
e a procura por substancias com propriedade crioprotetoras é estimulo para
diversas pesquisas, devido ao fato de somente parte dos garanhdes
apresentarem sémen com uma boa resposta ao congelamento, com 0s meios
hoje utilizados.

Além disso a utilizacdo e o desenvolvimento de testes laboratoriais
adicionais tem ajudado no processo de avaliagdo das amostras, possibilitando a
utilizacao de informacgdes mais confiaveis e precisas.

A criopreservacao de sémen equino oferece diversos desafios a serem
desvendados e ainda ha muito que se desenvolver. Porém € uma area que a
cada ano vem ganhando mais espago a medida que as associagdes de criadores

passam a ver essa ferramenta, como um facilitador do manejo.
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4. ESTAGIO CURRICULAR

4.1. Introducao

O estagio final ou curricular foi realizado em uma central de
reproducdo, na fazenda Santa Rita Il, no Estado de Sao Paulo na cidade de
Piracaia, no periodo de 03/09/2012 a 01/12/2012. O foco de atuac&o no estagio
era na area de bitecnologia da reprodugéo.

A fazenda contava com aproximadamente 160 equideos, destes 35
eram animais pensionistas, 80 receptoras, 14 doadoras, 2 cavalos de servigo, 5
garanhdes e 1 jumento, o restante animais da raga Mangalarga, de propriedade
da fazenda. Esses animais eram divididos em um espaco de 70 piquetes
formados de capim tifton-85, sendo que os piquetes ndo possuiam tamanho
padronizado e juntos totalizavam uma area de 50 hectares, em sua maioria
contento cerca elétrica, ou somente cerca de madeira.

Além da estrutura dos piquetes a fazenda contava também com
pavilhdes de cocheiras com um total de 44 baias, de tamanhos variados, que
eram forradas de acordo com a necessidade de cada animal, feno ou serragem.
Em um dos pavilhées também continha uma farmacia, onde parte do estoque de
medicamentos era armazenado. Proximo a esse pavilhdo também havia dois
picadeiros para o trabalho com os animais Mangalarga.

Outra estrutura que fazia parte da fazenda era um laboratério equipado
com o0s principais equipamentos utilizados na reproducdo equina, que eram
autoclave, estufas, centrifuga, microscopio, lupa e mesa aquecedora. Anexado ao
laboratério havia dois bretes de contengdo de metal, utilizados para
procedimentos como colheita, inovulagdo de embrides e inseminacgao artificial.

O espaco reservado para a realizacdo do controle folicular das
receptoras e doadoras era um pavilhdo coberto, com 34 bretes de madeira, e a
contencgao das éguas era feita através de cordas.

Para a colheita de sémen a fazenda possuia um manequim artificial. A
estrutura da fazenda contava ainda com seis casas para funcionarios e uma casa

para estagiarios.
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E para as tarefas diarias a fazenda possuia seis funcionarios, e estes
realizavam fungdes variadas, como manutengdo desta e fung¢des ligadas
diretamente a lida com os animais.

As principais atividades desenvolvidas na fazenda eram: controle
folicular de doadoras e receptoras, colheita de sémen, transferéncia de embriao,

inseminacao artificial, colheita de embrides, neonatologia e manejo de equideos.

4.2. Rotinada Fazenda

As atividades na fazenda Santa Rita iniciavam as 7 horas da manha
com o fornecimento da primeira alimentagcdo aos animais. E alguns destes
também recebiam suplementos ou eram medicados, fungdo essa realizada pelos
estagiarios. Finalizado esse processo 0s animais que dormiam em baias eram
soltos nos piquetes.

Todos os dias as baias eram limpas, assim como cochos de agua,
racao e sal mineral, que também estavam presentes nos piquetes.

As colheitas de sémen eram feitas em dois animais um garanhao
Mangalarga, e em um jumento da raga Péga, sendo que neste a colheita era
realizada com o auxilio do manequim artificial, ja no outro garanhao era utilizada
uma égua no cio. As colheitas ndo eram realizadas frequentemente, mas sim de
acordo com a necessidade de sémen, evitando sempre dias consecutivos e
horarios onde a temperatura estivesse muito quente, por esse motivo a maior
parte das colheitas eram feitas no final da tarde.

As éguas receptoras normalmente eram palpadas em dias alternados
para se fazer o controle folicular e em alguns casos se houvesse necessidade a
palpacdo era feita em dias seguidos. Ja as éguas doadoras sé entravam no
manejo de palpagdes quando iniciava o programa de colheita de embrides de
cada uma. Todas as éguas eram avaliadas quanto as caracteristicas uterinas,
ovarianas e a fase do ciclo estral em que estavam.

O horario de almoco se iniciava as 11horas e 30minutos, com retorno
as 13horas 30minutos. As 16horas os animais que foram soltos pela manha

retornavam as baias e recebiam outra alimentacdo. E os animais que
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necessitavam de medicacdo eram novamente medicados. A rotina dos
funcionarios era encerrada as 17horas.

Durante o periodo noturno alguns plantdes para partos eram realizados
pelos estagiarios, de acordo a proximidade do parto de cada égua. A égua era
avaliada a cada duas horas pelos estagiarios, pois quando o parto ocorresse era
necessario observar se o potro realizou sua primeira mamada, se eliminou o
meconio, se a égua expulsou a placenta por completo, e esta em alguns partos

também era coletada, pesada e medida.

4.3. Atividades desenvolvidas na fazenda

As principais atividades realizadas na fazenda foram citadas

anteriormente e aqui serdo descritas mais detalhadamente:

4.3.1. Colheita de Sémen

Para colheita de sémen na propriedade eram utilizados um garanhao
da raga Mangalarga e um jumento da raga Péga. Para a colheita do jumento era
utilizado um manequim artificial e uma égua no cio do lado para estimula-lo. Ja
como o Mangalarga nao aceitava o manequim, a colheita era feita em uma égua
no cio. Em ambos os casos os membros posteriores (quartela) das éguas eram
contidos e caso fosse necessario um “cachimbo” também era utilizado, e todas
ficavam no cabresto para evitar assim qualquer trauma gerado por coices e
facilitar a monta.

A vagina artificial utilizada para a colheita era do modelo Botucatu, esta
era montada previamente a chegada do garanhdo. A agua era aquecida a 52°C,
para que no momento da colheita estivesse por volta de 42 a 45°C. Em seguida
era colocada entre o tubo rigido e o flexivel, a presséo era ajustada com ar.

Apos a colheita o sémen era levado ao laboratério armazenado em
tubos de centrifugagdo de 50mL e diluido na concentragao 1:1 com meio a base

de leite em pé desnatado, glicose e bicarbonato de sédio.
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Em seguida 1 microlitro de sémen era diluido em 19 microlitros de agua
em outro recipiente, e esta diluigdo entdo era colocada na Camara de Neubauer
para analisar a concentragdo espermatica da amostra, que era feita com o auxilio
de um microscoépio.

Para analisar vigor e motilidade uma gota de sémen era colocada em
uma lamina e cobeta por uma laminula, ambas eram previamente aquecidas em

uma placa de aquecimento. E leitura era realizada em microscopio 6ptico.

4.3.2. Controle Folicular

As éguas receptoras e doadoras passavam por uma rotina de
palpacdo, sendo que para as receptoras a palpacao era mais frequente, em dias
alternados. Para auxiliar na palpacado também era utilizado um ultrassom (Aloka
SSD 500) que confirmava o que estava sendo palpado.

Os dados obtidos de cada égua eram entdo anotados em um caderno
e posteriormente passados para uma ficha individual que cada receptora e
doadora possuiam. As informacgdes colhidas eram com relagédo a presenga ou nao
de foliculos em cada ovario, acompanhamento dos maiores foliculos, presenca e
classificagdo do corpo luteo. O tdbnus uterino também era verificado e classificado
de 1 a 4 sendo que quanto maior o numero, maior o tbnus. Se havia edema, este
era classificado de 0 a 3, presenga de fluido que era classificado de acordo com
quantidade T (tracos), S (small), M (médium), e L (large) e caracteristica do fluido
1 a4 sendo 1 um liquido hiperecdico e 4 anecdico.

As éguas que apresentavam foliculos de tamanho significativo, maiores
que 35mm e edema uterino 3, era feita a indugdo de sua ovulagdo. Se a égua
estivesse no seu primeiro ciclo apds o periodo de transicdo, a indugao era feita
com a utilizagéo de 1.666 Ul via intravenosa de Gonadotrofina Coriénica Humana
(hCG), pois estas éguas poderiam ndo possuir os niveis minimos de LH na
hipdfise. O hCG tem como fungdo se ligar aos receptores de LH induzindo a
ovulagado. Porém o hCG néo era utilizado para a indugcao duas vezes seguidas,
devido ao inconveniente desde promover a formacao de anticorpos apds injegdes

sucessivas.
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Nas éguas que ja tiveram outros ciclos, ou ja havia sido utilizado o hCG
no ciclo anterior, 1mg de Deslorelina era adotado no protocolo de indugédo, onde
esta atuava como um analogo ao Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH),
estimulando a liberagédo de LH reduzindo a duragao do estro.

As éguas que se encontravam em anestro ou em periodo de transi¢cao
também poderiam ser utilizadas como receptoras, e o protocolo utilizado para tal
finalidade era a aplicacdo de 5mL de progesterona, sendo a primeira aplicagao
considerada como DO, isso se a égua apresentasse edema uterino, que indica
que o utero foi exposto ao estrogeno e, portanto possui receptores para
progesterona. Se isto ndo fosse constatado era feito a aplicagdo de 10mL
benzoato de estradiol, e se a égua apresentasse a formagao de edema, poderia
entao ser feita a aplicagao da progesterona, que deve continuar a ser aplicada até
os 100 dias de gestacdo. Este método ndo era muito utilizado na fazenda devido

ao custo ser muito superior aos outros procedimentos.

4.3.3. Inseminagéo Artificial

Para o procedimento da inseminacao artificial, era escolhida a égua
com melhor condigao para receber o sémen. Esta era colocada no brete anexo ao
laboratdrio. A cauda era enfaixada e amarrada na lateral de seu corpo. Feito isso
era realizada uma higienizagdo, com 3 lavagens usando agua e sabéo liquido.

Normalmente era utilizado sémen fresco ou refrigerado e mais
raramente o congelado.

O procedimento de inseminacao era feito com o auxilio de uma pipeta
de inseminacao, que era introduzida até passar pela cervix, onde o sémen era

depositado.

4.3.4. Colheita de Embrido

O método adotado na fazenda para a colheita do embrido era o

transcervical, utilizando um sistema aberto de uma s6 via com cateter de colheita
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de silicone de 32mm, com um filtro na ponta, sendo o fluxo controlado por uma
pinga atraumatica. Para a realizagdo do lavado o liquido utilizado era o Ringer
Lactato. A quantidade que era infundida dependia de cada égua, de acordo com o
tamanho do utero, normalmente de 1litro a 1,5 litros.

Costumeiramente eram realizadas 3 lavagens, mas dependendo de
como estava o lavado, eram realizadas mais. Apdés o termino dos lavados o
liquido que sobrou no filtro era levado para uma placa de petri, € com o auxilio de
uma lupa o embrido era procurado.

Ao se localizar o embrido este era levado para outra placa de petri com
10 gotas de TQC holging um meio de manutencado de embrides onde entéo era
lavado, passando de gota em gota. Apds esse procedimento o embrido era

classificado de acordo com o seu desenvolvimento.

4.3.5. Inovulacéao

O processo de inovulacao era feito através do auxilio de um inovulador
francés, para palhetas de 0,25 ou 0,5. Estes embrides normalmente eram da
propria fazenda ou outro médico veterinario de fora levava o embrido e fazia a
inovulacdo, em uma receptora previamente escolhida em condigdes ideais para

receber um embrido.

4.3.6. Acompanhamentos de Partos e dos potros

As éguas que estavam préximas a data de parto eram acompanhadas
no periodo noturno pelos estagiarios, em plantdes realizados de 2 em 2 horas.
Para certificar que o parto ocorresse de forma tranquila, o potro mamasse o
colostro e que a égua expulsasse toda a placenta.

Assim que o potro dava a primeira mamada, era entao feita a cura do
umbigo com iodo 5% para evitar contaminagdes, e esse processo era repetido até
que o umbigo estivesse seco. Quando chegava nesse estagio era entédo utilizado

Vetaglds até que o umbigo estivesse completamente cicatrizado.
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Os potros eram observados diariamente, e por volta do sétimo dia,
estes apresentavam a diarreia do cio do potro, se esta se mantivesse por um
tempo prolongado era fornecido ao potro probidtico e peptozil até a diarréia
diminuir. Normalmente apds essa fase os potros ndo apresentavam maiores

problemas.

4.3.7. Clinica

Na fazenda havia poucos casos clinicos, os mais relevantes foram uma
contaminagdo por Rodococcus em alguns animais, laminite, um surto de
conjuntivite, linfangite, colica e pequenos ferimentos que os animais sofriam no

dia a dia.

4.4. Conclusao

O estagio realizado na Fazenda Santa Rita, uma central de reprodugcao
renomada, me ofereceu a oportunidade de vivenciar e aprender um pouco da
realidade de uma central, seus desafios e recompensas. Proporcionando-me a
possibilidade de ser uma profissional mais completa e preparada ao finalizar o

curso de medicina veterinaria.
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ANEXOS

Causas

Consequéncias

Coleta de sémen e
diluicao

Proteinas seminais sdo adicionadas ao sptz, estimulam a
motilidade

Centrifugacao

Viabilidade espermatica depende das condicdes de
centrifugacao

Adicdo de leite, gema de
ovo e glicerol (GLI)

Estresse osmoético passageiro; células rapidamente
desidratam e entdo lentamente retomam o volume
normal

enquanto GLI se interioriza na célula

Refrigeracaoa 52 C

Ocorrem mudancgas nas membranas que podem resultar
em choque térmico e/ou danos de refrigeracdo as
membranas

Congelacgdo celular
(remocdo de agua do
sistema em forma de
gelo)

Mudangas osmaticas (perda de dgua) causa
desidratacdo celular e podem resultar em danos
osmoticos; reducdo na temperatura pode causar danos
de refrigeracao, formacao de cristais de gelo e danos a
célula

Estocagem em Nitrogénio
(N2 ) liquido

Células devem permanecer nos canais ndo congelados

Descongelagdo (retorno
da 4gua a sua forma
liquida)

Mudangas osmdticas (“adicdo de agua”) restaura o
volume celular, danos de recristalizacdo, danos
osmoticos

Remoc¢do do GLI
(retirada do GLI antes da
IA ousoIA)

Desequilibrio passageiro de osmolaridade, célula
rapidamente aumenta seu tamanho e entdo
vagarosamente retorna ao volume original conforme o
GLI deixa a célula, pode ser muito lesivo

42

Anexo 1 - Principais causas e consequéncias das injurias antes, durante e
apoés a criopreservacado nas células espermaticas.

Fonte: (Adaptado de Graham, 1996).



