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RESUMO

Devido a utilizacdo cada vez mais frequente da inseminacéo artificial
com sémen congelado, varias pesquisas vém sendo realizadas para melhorar
os resultados desta técnica para a espécie equina. O objetivo deste trabalho
foi avaliar in vivo os efeitos da diluicdo seriada do crioprotetor
dimetilformamida sobre o sucesso da inseminacdo artificial de éguas
Mangalarga Marchador em tempo fixo de 20 horas apés inducéo da ovulacgéo.
Foram testados sémen descongelado diluido (n=14) ou ndo diluido (n=21). A
taxa (%) de prenhez foi avaliada entre os tratamentos, diferentes classes de
idade das éguas, tempo transcorrido entre ovulacdo e inseminacdo e entre
presenca ou ndo de liquido intrauterino. Os dados foram analisados como
distribuicdo binomial ap6s transformagdo logaritmica no procedimento
GENMOD (SAS, Cary, NC, USA). A taxa de prenhez foi maior (P<0,05) em
éguas inseminadas com sémen descongelado diluido (42,9%) em relacéo
aquelas inseminadas conforme metodologia convencional (4,8%), ou seja,
sem a diluicio do sémen. Eguas cuja ovulacdo ocorreu até 16 horas ap0s a
inseminacao apresentaram maior taxa de prenhez (33,3%) em relacdo aquelas
que ovularam apds 16 horas (5,9%). A idade das éguas ndo influenciou a taxa
de prenhez. Reduzir o estresse osmético por meio da diluicdo seriada do
sémen incrementa a taxa de prenhez. Além disso, periodos inferiores a 16
horas entre a inseminacdo artificial e ovulagdo foram determinantes para a
melhora da taxa de fertilizacdo das éguas. Inseminagdes com menor
concentracdo espermatica e de crioprotetores sd0 menos nocivas ao sistema
reprodutivo da égua.

Palavras-chave: Equinos. Dimetilformamida. Fertilizacdo. Prenhez.



ABSTRACT

Equine artificial insemination with frozen semen has become more
frequent and research is being undertaken to improve its results. The
objective was to evaluate in vivo the effects of a serial dilution of the
cryprotector “dimethylphormamide” on the success of the 20 hour (post
ovulation) fixed time- artificial insemination protocol in Mangalarga
Marchador mares. Diluted (n=14) and non diluted (n=21) frozen thawed-
semen were tested. Pregnancy rates were evaluated between the treatments,
the age classes, period between ovulation and insemination and presence or
not of intra-uterine liquid, as evaluated by ultra-sonography. Data were
analyzed as a binomial distribution after logit transformed according to the
GENMOD (SAS, Cary-NC, EUA) procedure. Pregnancy rate was higher
(P<0.05) for mares inseminated with diluted semen (42.9%) compared to
those inseminated according to the conventional methodology (4.8%), with
no semen dilution. Mares which ovulated until 16 hours after the Al showed
higher pregnancy (33.3%) than mares ovulating afterwards (5.9%). Age did
not influence pregnancy rates. It can be concluded that the reduction of the
osmotic stress through the serial dilution of cryopreserved equine semen
increases pregnancy rates. Moreover, a time interval between Al and
ovulation equal to or bellow 16 hours was a determinant factor to improve
pregnancy. Artificial insemination with lower spermatozoa and cryoprotector
concentrations are less harmful to the reproductive tract of mares.

Keywords: Dimethylphormamide. Equine. Fertilization. Pregnancy.
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1 INTRODUCAO

Os negdcios que envolvem a criacdo e utilizacdo do cavalo ocupam
posicdo de destaque nos paises desenvolvidos e em muitos daqueles em
desenvolvimento, como o Brasil. A equideocultura é um importante ramo da
agropecudria, sendo atualmente responsavel pela geracdo de 3,2 milhdes de
empregos diretos e indiretos, e movimentacéo de 7,5 bilhdes de reais por ano no
complexo do agronegdcio brasileiro.

Deve-se destacar que para animais destinados as praticas desportivas ou
nos criatérios especializados, os cuidados tendem a ser mais intensos,
demandando maior consumo de insumos e servicos. Cabe ressaltar também que,
entre o periodo de 1990 a 2004, além de haver aumento no ndmero de animais
exportados, também se registrou diminuicdo no ndmero de animais importados,
ou seja, a qualidade do rebanho de animais de raca tem melhorado a cada ano e
esforgos dedicados a preservacdo genética destas racas estdo cada vez mais
frequentes.

Além do melhoramento genético, a congelagdo de sémen possibilita
selecionar individuos e linhagens quanto a sua fertilidade e congelabilidade. A
criopreservacao contribui para minimizar perdas econémicas advindas da morte
de reprodutores de alto valor comercial ou para a preservagdo contra a extingdo
de racas nativas e conservacdo de espécies ameacadas.

Dentre as varias vantagens no uso de sémen congelado destaca-se: éguas
e potros ndo precisam ser transportados até os garanhdes; garanhdes podem
participar de eventos durante a estacdo de coberturas; maior nimero de fémeas
acasaladas com determinado reprodutor; possibilidade de distribuicdo
internacional; a eliminacdo da ansiedade e problemas de logistica associados ao
uso do sémen refrigerado, que tanto afligem os veterinarios a campo e resultam

em resultados as vezes ndo satisfatorios.
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Porém, entre as desvantagens, destacam-se a grande variabilidade da
qualidade do sémen pos-descongelacdo entre os garanhdes e as de taxas de
prenhez inferiores quando comparado a monta natural e inseminacdo com sémen
refrigerado. A pouca longevidade dos espermatozoides criopreservados no
sistema reprodutivo feminino determina um intervalo curto entre a inseminagédo
e a ovulacdo sendo que o periodo considerado 6timo para inseminagdo com
sémen congelado compreende a faixa de 12 horas antes a 12 ap6s a ovulacéo.

O intenso manejo das éguas a serem inseminadas com sémen congelado
contribui negativamente para a disseminacdo da técnica, pois geralmente ha a
necessidade de gque as matrizes sejam levadas a uma central ou que plantbes
noturnos sejam feitos por médicos veterinarios nas fazendas para garantir que a
inseminacéo seja realizada em um periodo préximo a ovulagao.

O sémen congelado ndo induz a maior inflamagdo uterina do que o
sémen fresco, mas devido ao volume diminuido e a alta concentracdo
espermatica, a resposta uterina tende a ser mais forte ou duradoura do que
quando utilizados outros tipos de sémen. A presenca de fluido uterino pds-
inseminagdo estd associada a um efeito negativo nas taxas de fertilidade e
diminuicéo nas taxas de concepcao.

O uso de agentes crioprotetores no processo de congelamento de sémen
mantém a viabilidade das células espermaticas, pois eles as protegem dos danos
causados pelo choque térmico, decorrentes da formacdo de cristais de gelo. No
entanto, estes agentes sdo hiperosméticos com relacdo ao sémen e causam
efeitos deletérios as células esperméticas quando adicionados ou retirados as
mesmas, predispondo a lesdes semelhantes a capacitagdo e resultando em uma
menor longevidade dos espermatozéides no sistema reprodutivo da égua.

Tentando minimizar os efeitos do choque osmdtico que a célula
espermatica sofre ao descongelamento, Zimmermann et al. (2009) demonstraram

que as diluicbes pos-descongelacdo de sémen equino congelado com
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crioprotetor dimetilformamida a 5% proporcionaram maior sobrevida das células
espermaticas. Porém, ndo ha estudos avaliando se estas diluicdes levariam a
maior durabilidade in vivo, ou seja, no ambiente uterino da égua inseminada.

Este trabalho objetivou avaliar in vivo os efeitos da diluicdo seriada do
crioprotetor poés-congelamento mediante inseminacdo de éguas Mangalarga
Marchador, em um tempo fixo de 20 horas apds a indu¢do hormonal da ovulagdo
e em um periodo médio de 10 a 24 horas pré-ovulagéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Membrana plasmatica do espermatozoide

A composicdo da membrana espermética constitui-se de mistura
heterogénea de lipidios (fosfolipidios, ester6is e glicolipidios em taxas de
aproximadamente 70, 25 e 5%, respectivamente) e proteinas. No entanto,
atualmente é reconhecida que a organizacdo dos lipidios na membrana
plasméatica é muito mais complexa do que o modelo proposto por Singer e
Nicolson (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.
Consequentemente, os lipidios e proteinas estdo arranjados em um mosaico de
dominios, onde a posi¢do dos componentes é alterada a medida em que ocorrem
quedas na temperatura e a membrana passa do estado sélido ao estado gel
(LADHA, 1998).

Os fosfolipidios sdo os principais lipidios encontrados na membrana
plasmatica do  espermatozéide, destacando-se a  fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolina e esfingomielina. Entre os esterdis, o colesterol ¢ o mais
abundantemente encontrado (LADHA, 1998).

As diferengas na quantidade de colesterol na membrana plasmatica
podem ndo estar apenas relacionadas aos indices de capacitacdo, podendo
também afetar a fertilidade, assim como a capacidade do ejaculado de um
garanh&o suportar o resfriamento e congelamento (YANAGUIMACHI, 1994).
Minelli et al. (1998) relataram que o plasma seminal pode bloquear o efluxo de
colesterol da membrana plasmatica através de prostassomas que sdo vesiculas

prostaticas ricas em colesterol. A fluidez nesta membrana depende da
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temperatura, do conteldo de colesterol e da composicdo lipidica, sendo
importante 0 comprimento e grau de insaturacdo das cadeias de &cidos graxos.
Em sémen de garanhdes, a inclusdo do colesterol na membrana espermaética
promoveu melhorias significativas nos parametros de motilidade e integridade
de membrana pos-congelamento. No entanto, a fertilidade deste sémen foi muito
prejudicada, este fato foi atribuido ao colesterol incorporado na membrana
plasmatica dos espermatozoides, o qual impediu sua capacitagdo (ZAHN, 2001).

O resfriamento de sémen para a congelacdo pode levar a transicGes de
fase, bem como de feixes de proteinas (LEEUW et al., 1990). A fase de
transicdo se da por reorganizacdo das cadeias hidrocarbonadas, que de estado
fluido e desordenado passam para o estado gel, que é o de organizacdo mais
acentuada. Tal fase ocorre em funcdo das mudangas na temperatura. Para a
célula espermatica equina, a fase de transicdo ocorre a temperatura de 20,7°C
(AMMAN; GRAHAM, 1993).

Apobs a espermatogénese, a célula espermatica perde a maioria de suas
organelas e a capacidade de transcricdo de DNA, de forma que a resintese 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 resisténcia distinta entre os diferentes
compartimentos da célula esperméatica aos processos de refrigeracdo e
congelamento (PARKS; GRAHAM, 1992).

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

proteinas relacionadas com os eventos da fertilizagdo (SQUIRES et al., 1999).
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2.2 Comportamento das células espermaticas frente a congelagéo

A exposicdo das células espermaticas a temperaturas abaixo da
fisioldgica, mesmo antes de ocorrer a congelacao (processo de estabilizacdo das
células esperméticas), € responsavel por mudangas ha organizagdo
bidimensional dos lipidios da membrana espermatica e também alteracdo das
propriedades de enzimas encontradas na membrana, diminuindo a longevidade
dos espermatozoOides pds-descongelacdo, através das reacdes precoces
semelhantes a capacitacdo espermatica (HOLT, 2000b).

Os protocolos de criopreservacdo expdem as células espermaticas a
varias situacdes de injurias como as variaches de temperaturas e exposicdo
aquelas ndo fisioldgicas, estresse osmoético pelos elevados gradientes de
concentracdo de solutos do meio crioprotetor e pela formacdo e dissolucdo de
cristais de gelo no meio extracelular, 0os quais comprometem sua viabilidade
(WATSON, 2000).

A medida em que a temperatura vai declinando, os lipideos passam por
transicdo de estado fluido, no qual desempenham suas fun¢Ges com plena
eficiéncia, para estado liquido cristalino, no qual as cadeias de acidos graxos
tornam-se desordenadas. Com a continua queda da temperatura, o liquido
cristalino é transformado em gel, no qual as cadeias de acidos graxos organizam-
se de forma paralela, produzindo uma estrutura rigida, 0 que torna estas areas
fracas, sujeitas a rupturas, fusdes e permeaveis a ions (HAMMERSTED;
GRAHAM, 1992).

Taxa de refrigeracdo lenta (-0,05°C/min) e adicdo de substancias ao
meio diluente de congelacdo, como aclcares, gema de ovo, lipoproteinas do
leite, glicerol, BSA, alcool polivinil e lipossomas reduz os danos as células
espermaticas durante a fase de refrigeracéo, entre temperaturas de 19°C a 8°C
(KATILA etal., 1997).
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No entanto, as crioinjdrias mais significantes ocorrem durante o0s
processos de congelamento e descongelamento (HOLT, 2000b). Quando as
células espermaticas sdo submetidas a temperaturas de aproximadamente —5°C,
as células e o meio extracelular permanecem ndo congelados. Entre -5°C e —
10°C, cristais de gelo comecam a se formar no meio extracelular, mas o meio
intracelular ainda permanece ndo congelado (GAO; CRITSER, 2000). Isso
indica que a membrana plasmatica pode prevenir a propagacdo do gelo
extracelular para o interior da célula até certas temperaturas (ZUCCARI, 1998).
A formacdo de gelo no meio extracelular faz com que aumente a concentracdo
de solutos no meio extracelular, elevando a pressdo osmética e causando saida
da agua do interior das células (WOLFE; BRYANT, 1999).

Se estas forem refrigeradas rapidamente, ndo havera tempo suficiente
para desidratarem-se e manterem o equilibrio osmotico, tornando-se muito
refrigeradas e com possibilidade de formagéo de cristais de gelo intracelular, o
que pode causar danos irreversiveis as mesmas. Por outro lado, se as células
forem congeladas em ritmo mais lento, estas irdo se desidratar por causa do meio
extracelular super concentrado, eliminando a possibilidade de formacdo de
grandes cristais de gelo intracelular, entretanto poderdo sofrer danos
morfofuncionais devido a desidratacéo celular (MAZUR, 1990).

No descongelamento, as células sdo expostas aos mesmos fatores, porém
de forma inversa: rehidratacdo celular pela entrada de agua na célula, passando
pela membrana plasméatica para balancear a osmolaridade, a qual é criada
quando os cristais extracelulares sdo derretidos. Lipideos e proteinas da
membrana plasmatica sdo reorganizados e o crioprotetor é difundido para fora
das células (PICKETT; CHOW; WHITE, 1986). Espermatozdides sdo sensiveis
a muitos fatores ambientais, como temperatura, luminosidade, danos fisicos e

quimicos. O chogue ou mesmo pequenas variacfes na temperatura causam
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desarranjo nos lipideos estruturais da membrana plasmatica e, com isso, lesdo
aos espermatozéides (PICKETT, 1992).

Durante o descongelamento, a sobrevivéncia dos espermatozéides esta
relacionada a habilidade dos mesmos em passar novamente pela faixa critica de
temperatura. A curva preferencial de aquecimento depende do método utilizado
no congelamento. Se este processo for lento, a descongelagcdo deve também ser
lenta para permitir a fusdo dos cristais de gelo extracelulares, provocando a
diluicdo do soluto e, lentamente, a rehidratacdo das células. Se neste caso o
sémen for descongelado muito rapidamente, os cristais extracelulares
descongelam-se na mesma velocidade, e a agua do meio invade muito
bruscamente a célula, causando ingurgitamento e danos a membrana plasmatica.
Por outro lado, se o sémen foi congelado rapidamente os espermatozéides nao
sofrerdo desidratacdo e, portanto, quando o gelo extracelular derreter ndo havera
influxo répido de agua através da membrana celular. Este sémen também devera
ser descongelado rapidamente, de modo que o gelo intracelular que se formou
durante a congelacdo ndo tenha tempo de se re-cristalizar (AMMAN; PICKETT,
1987).

Muitas das caracteristicas dos espermatozdides sdo consideradas
importantes e devem ser mantidas ap6s a criopreservacdo, quando se espera boa
capacidade de fertilizacdo: motilidade progressiva, metabolismo normal,
membrana celular intacta, presenca de enzimas acrossomais, proteinas de
superficie responsaveis pela interagdo espermatozdide-ovécito intactas, e
nucleoproteinas sem injurias (BLANCHARD et al., 2003).

As perdas ocorridas no processo de criopreservacdo sdo compensadas
com a utilizacdo de doses inseminantes contendo grande nUmero de
espermatozdides, tanto para sémen de touros como para outras espécies
(WATSON, 2000).
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2.3 Capacitacéo espermatica

Nos Ultimos anos varios investigadores reportaram que as mudancas
ocorridas no sémen criopreservado sao similares aquelas observadas durante a
capacitacdo, surgindo o termo “criocapacitagdo” (CORMIER; BAILEY, 2003;
GREEN; WATSON, 2001; NEILD et al., 2003). O grau de capacitagdo do
espermatozdide criopreservado é preocupante, porque estas modificagdes
celulares reduzem a expectativa de vida das células criopreservadas
(ELLINGTON et al., 1999). A reducdo da longevidade dos espermatozoides
criopreservados no trato reprodutivo feminino é particularmente problematica na
espécie equina, que apresenta estro relativamente longo e, por esta razéo, requer
maior cuidado na determinagdo do tempo da inseminacao.

Mudancas na estrutura e integridade da membrana plasmaética parecem
ser importante componente associado a reducdo da fertilidade do
espermatozdide criopreservado. A composicdo fosfolipidica da membrana
plasmatica é assimétrica na maioria das células de mamiferos adultos, porém
durante a capacitacdo ou a criopreservacdo, had mescla dos fosfolipideos da
membrana plasmatica, resultando na externalizacéo de alguns fosfolipideos e em
fosforilacdo da proteina tirosina (THOMAS; MEYERS; BALL, 2006).

A desordem lipidica da membrana plasmatica é determinada pelo
contetido de colesterol da mesma. O efluxo de colesterol durante a capacitaco
in vitro aumenta a desordem fosfolipidica e resulta em maior permeabilidade
bilateral (CROSS, 2003). Maior fluidez é importante para varios eventos
advindos da capacitagdo, incluindo exocitose acrossomal e fusdo
espermatozéide-odcito (GADELLA; HARRISON, 2002).

As alteracBGes semelhantes & capacitacdo na membrana plasmatica e na
fosforilagdo da proteina tirosina, ap6s a criopreservacdo ndo sao idénticas

aquelas ocorridas na capacitacdo in vitro do espermatozéide equino, ainda que o
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produto final pareca o mesmo (THOMAS; MEYERS; BALL, 2006). Estudos
avaliando em quais fases da criopreservacdo ocorrem as alteracdes semelhantes
a capacitacdo, concluiram ser necessario prevenir o inicio das alteracfes na
membrana plasmaética tanto antes da centrifugacdo, quanto no inicio da curva de
queda de temperatura (NEILD et al., 2003).

A adicdo de extensores & base de leite desnatado minimiza os efeitos ao
centrifugar o sémen, enquanto que meios crioprotetores adicionados de
colesterol, aumentam a estabilidade da membrana plasmatica durante a queda de
temperatura, e por isso aumentam a sobrevida destes espermatozdides. Porém,
reduzem a fertilidade in vivo por impossibilitarem posterior rea¢do acrossomal e
fusdo espermatozdide-odcito. De qualquer modo, a remocao do colesterol apds o
descongelamento, a fim de aumentar a fertilidade, ainda ndo obteve bons
resultados e deve ser mais bem estudada (OLIVEIRA et al., 2010).

Espermatozoides criopreservados tém a fluidez da membrana plasmatica
aumentada e talvez mais fusogénica, ainda que aparentemente permanegam
estaveis (WATSON, 1995). Como consequéncia destas alteracfes, a resposta ao
estresse osmético é afetada (SCHWEISGUTH; HAMMERSTEDT, 1992).

A necessidade de inseminar éguas tdo proximo quanto seja possivel a
ovulacdo, para obter bons resultados com sémen criopreservado, reforca a
hipdtese de que 0s espermatozéides sdo parcialmente capacitados apds a
criopreservacao (WATSON, 1995). As reacdes semelhantes a capacitacao levam
a uma menor longevidade da célula espermatica no 6rgdo genital da fémea
(THOMAS; MEYERS; BALL, 2006).
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2.4 Estresse oxidativo e osmotico

As membranas espermaticas sd0 caracterizadas por quantidade
relativamente alta de acidos graxos polinsaturados, tornando-as susceptiveis ao
dano peroxidativo (BAUMBER; BALL, 2003).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ocorrer como
consequéncia normal do metabolismo oxidativo ou de mecanismos especificos
de tipos celulares determinados. Resultam em fosforilagdo da tirosina, reacGes
semelhantes a capacitacdo e ocasionam lesdes na membrana plasmatica,
principalmente na peca intermediaria, afetando a motilidade (BAUMBER et al.,
2002).

O plasma seminal dos equinos possui atividade de catalase e superoxido
dismutase com uma significativa variagdo entre garanhdes na atividade dessas
enzimas. O espermatozdide parece ter uma limitada quantidade de antioxidantes,
sendo o plasma seminal potente fonte desses agentes, com funcdo de proteger o
espermatozdide ejaculado dos efeitos adversos das EROs. A retirada do plasma
seminal durante o processo de congelacdo pode aumentar a susceptibilidade dos
espermatozdides ao estresse oxidativo devido a remocdo desses antioxidantes
(BAUMBER et al., 2002).

Espermatozoides sdo sensiveis ao estresse osmatico associado a adicdo e
posterior remocao de crioprotetores assim como as alteragcdes na concentracao
de solutos durante a congelagdo (WATSON, 2000).

Quando o sémen rico em crioprotetores é descongelado e abruptamente
transferido para meio isotdnico, sem crioprotetor (como diluentes a base de leite
desnatado ou secrecdo do sistema reprodutivo da fémea) o ambiente intracelular
torna-se hiperosmético comparado ao extracelular. E pelo fato de a
permeabilidade da maioria dos crioprotetores ser muito menor que a da agua, ha

grande influxo desta resultando em um aumento de volume celular. Isto é
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refletido em perda imediata na motilidade espermatica, bem como na integridade
e potencial mitocondrial da membrana (BALL; VO, 2001).

Células ao serem congeladas sdo expostas a formacdo dos cristais de
gelo extracelulares, que resultam em concentragdo hiperosmética dos solutos
(WATSON, 1995). A resposta celular a esta injdria é perder agua e retrair o
volume até que a concentracdo de solutos entre os compartimentos intra e
extracelulares estejam equilibrados.

Contrariamente, assim que as células sdo expostas a um ambiente
extracelular hipotbnico, como acontece durante a descongelacdo, o volume
celular é expandido pela difusdo passiva de dgua em equilibrio com as bombas
de Na+/K+ ATPase, associadas a membrana. A capacidade dos espermatozdides
em responder a diferencas de osmolaridade no meio extracelular, com mudancas
no volume celular, € essencial para sobrevivéncia das células; e esta regulacao
volumétrica é associada a fatores como composicdo de fosfolipidios,
permeabilidade a agua, temperatura da fase de transicdo dos lipidios, atividade
das bombas Na+/K+ ATPase, canais de agua e ions (MEYERS, 2005).

Em trabalho no qual foram utilizados os inibidores oubain e amiloride
para canais Na+/K+ e Na+/K+ ATPase da célula espermatica de garanhdes,
demonstrou-se que a regulacdo osmotica dos espermatozdides foi prejudicada
(CUEVA et al., 1997).

Sabe-se que a osmolaridade do fluido seminal é de aproximadamente
300 mOsmol/L (PICKETT; AMANN, 1993). Ball e Vo (2001) observaram
reducdo na motilidade progressiva e na integridade de membrana quando
expuseram sémen equino a condi¢des hiperosmoticas com crioprotetores.
Porém, os maiores danos foram verificados ao retornar o sémen que estava em
solucdo hiperosmética para condicGes de isosmolaridade do sémen in natura.

Pommer, Rutlant e Meyers (2002), em estudo onde objetivou avaliar a

tolerdncia osmética de espermatozdides de garanhdes na faixa de 75 a 900
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mOsm, evidenciaram sensibilidade dos espermatozoides a mudancas bruscas de
osmolaridade e observaram que apesar destes possuirem capacidade de
restabelecer seu volume inicial, danos irreversiveis a sua membrana plasmatica
podem comprometer a capacidade fertilizante.

A adicdo de colesterol a membrana espermatica pré-congelamento
aumenta o limite de tolerancia osmética dos espermatozoides, o que reduz o
dano osmotico as células, e aumenta a permeabilidade de membrana dos
espermatozdides equinos a agua e aos crioprotetores (GLAZAR et al., 2009).
Porém, como ja citado anteriormente, a adicdo de colesterol previamente ao
congelamento de sémen reduz a fertilidade in vivo deste (ZAHN; PAPA,;
DELL’AQUA JUNIOR, 2002).

As células espermaéticas sdo mais sensiveis ao ingurgitamento do que a
desidratacdo (MEYERS, 2005). A diluicdo seriada do sémen para reduzir a
concentracdo de crioprotetores é usada na tentativa de limitar as mudancgas no
volume celular durante a remogdo de crioprotetores permedveis e,
consequentemente, limitar o dano osmético (GILMORE et al., 1998).

A remocdo do glicerol de sémen equino fresco, envolvido em solucgdo
hiperosmdtica através de diluicdo seriada com meios modificados, melhorou a
manutencdo da motilidade comparada a remocdo rapida por diluicdo Unica,
porém os beneficios da diluicdo seriada ndo foram observados com o sémen
equino criopreservado (WESSEL; BALL, 2004).

Ja Zimmermann et al. (2009), utilizando sémen criopreservado com
dimetilformamida como crioprotetor, obtiveram melhoras na manutencdo da
motilidade e integridade de membrana, ap6s diluigdes seriadas com reducao da

concentracdo do crioprotetor.
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2.5 Meios extensores e crioprotetores

A presenca de algumas substancias tais como, agucares, lipoproteina da
gema do ovo, proteinas do leite e alguns aminoacidos no meio diluidor alteram
as propriedades fisicas deste, durante o processo de congelamento (KAROW,
2003). O diluidor também promove prote¢do aos espermatozoides no processo
de criopreservacdo quanto a formagdo de cristais de gelo intracelular,
desidratacdo excessiva da célula, danos osmoticos e oxidativos (HOLT, 2000a).

Para que a criopreservacdo tenha sucesso, € necessario que 0S
espermatozdides sejam colocados em ambiente apropriado, que minimize os
danos as membranas e ndo acione prematuramente 0s mecanismos de
capacitacao espermatica e de reacdo do acrossoma (LOOMIS, 1992).

Acredita-se que a variacdo no volume celular decorrente da entrada e
saida do crioprotetor e 4gua (choque osmético) seja uma das principais causas da
baixa viabilidade do sémen ap6s a descongelagdo. A utilizacdo de crioprotetores
com maior permeabilidade as células espermaticas é desejavel, pela
possibilidade de minimizar o choque osmético (GOMES et al., 2002).

Para inibir o crescimento de microorganismos no sémen, sdo utilizados
varios antibioticos como penicilina, estreptomicina, kanamicina, gentamicina
entre outros, além de combinacgdes entre estes, 0s quais atuam como bactericida
de largo espectro (PICKETT, 1992).

2.6 Agentes crioprotetores ndo penetrantes

Keith (1998) relatou a existéncia de dois grupos de crioprotetores: ndo
penetrantes e penetrantes. Os primeiros sdo representados por macromoléculas
com alto peso molecular, tais como acUcares, lipoproteinas da gema de ovo,

proteinas do leite e alguns aminoacidos, eficientes na protecdo dos
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espermatozéides durante a congelacdo, contudo sem penetrar nas células. Estes
crioprotetores protegem as células através de mecanismos osméticos,
promovendo meio hipertdnico que induz a saida de agua das células, levando a
desidratacdo do espermatozéide e reduzindo a probabilidade de formagdo de
cristais de gelo no interior da célula (AMANN; PICKETT, 1987).

Os aglcares desempenham importantes papéis no meio diluente de
congelamento, atuando basicamente como fonte de energia exdgena, e na
manutencdo da pressdo osmotica do diluente, aumentando a quantidade de agua
ndo congelada em temperaturas abaixo do seu ponto de congelamento e, com
isso, reduzindo a concentracdo de sais na solugdo ndo congelada (HOLT,
2000b). Os mais comumente utilizados em meios diluentes para congelamento
de espermatozdides sdo glicose, lactose, sucrose, rafinose, manose e trealose.

A gema de ovo no meio diluente de criopreservacdo beneficia os
espermatozdides por manter a pressao coloidal do meio, e também por conter na
gema uma lipoproteina de baixa densidade, a qual estabiliza a membrana
espermatica durante a congelagdo e descongelacdo (WATSON, 1979).

O leite tem sido usado para a diluigdo e armazenamento do sémen
equino a fresco ou refrigerado. As proteinas nele presentes exercem um papel na
criopreservacao semelhante ao da gema de ovo. A eficiéncia dos meios diluentes
a base de leite tem sido atribuida a sua composicdo protéica, que atua como
tampao e a propriedade quelante frente a metais pesados, havendo relatos de sua
parcial protecdo contra a reducdo da temperatura durante o processo de
refrigeracdo (SALAMON; MAXWELL, 2000).

O mecanismo de acdo dos aminoacidos baseia-se na hipotese destas
moléculas serem eletricamente carregadas e interagirem eletrostaticamente com
grupos fosfatos da membrana plasmatica, formando uma camada na superficie
dos espermatozéides e melhorando a acdo crioprotetora do glicerol. Alguns

aminoacidos como a glutamina, histidina e glicina betaina tém sido utilizados na
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criopreservacdo de sémen de ovinos, garanhdes e humanos (KUNDU; DAS;
MAJUNDER, 2001).

2.7 Agentes crioprotetores penetrantes

Estes sdo substancias que atuam tanto no meio intra como extracelular,
sendo mais comumente utilizados o glicerol, etilienoglicol, dimetilsulféxido
(DMSO) e amidas (KEITH, 1998). Possuem mecanismo de a¢do baseado em
suas propriedades coligativas ou de ligacdo com a molécula da agua, ou seja, 0s
agentes crioprotetores penetrantes tém estruturas que promovem ligacGes de
hidrogénio com a molécula da agua. Sao estas ligac6es que mudam a orientacao
dos cristais de gelo e criam um ambiente menos nocivo para as células
espermaticas. Portanto, esta propriedade modifica as caracteristicas durante o
processo de congelacdo, limitando a formac&o de cristais de gelo, retardando o
crescimento dos cristais e reduzindo as concentracbes de soluto no meio
extracelular (DALIMATA; GRAHAM, 1997).

Ashwood-Smith (1987) classificou os crioprotetores penetrantes em dois
grupos: alcodis (etileno-glicol, propileno-glicol, glicerol) e amidas. Sugeriu que
o crioprotetor ideal deve ter baixo peso molecular, boa solubilidade em agua e
minima toxicidade aos espermatozoéides. Pelo fato de a maioria das amidas
possuirem peso molecular menor do que o glicerol, esses agentes crioprotetores
causam menor dano osmotico, por penetrarem na membrana plasmatica dos
espermatozdides com maior rapidez.

O glicerol é o crioprotetor penetrante mais comumente utilizado nos
meios de congelamento de sémen de garanhGes, em uma concentragdo variando
2 a5% (KEITH, 1998).

Os efeitos protetores do glicerol sdo representados por suas propriedades

coligativas, pela diminuicdo do ponto de congelamento e pela consequente
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reducdo das concentracdes de eletrolitos na fracdo ndo-congelada da amostra,
sendo que, inicialmente, ele ocasiona um estresse osmotico na célula
espermatica, impedindo a formacdo de grandes cristais de gelo intracelulares
(WATSON, 2000). No entanto, diversos trabalhos tém demonstrado ser este
crioprotetor deletério ao espermatozdide de diferentes espécies. Estes efeitos
toxicos do glicerol tém sido reportados por varios autores e revisados por Fahy
et al. (1990). Hammerstedt e Graham (1992) revisaram outros efeitos causados
pelo glicerol incluindo: mudangas nos eventos citoplasmaticos devido ao
aumento da viscosidade intracelular pelo glicerol, alteracdo da polimerizacao da
tubulina, alteracdo da associacdo dos microtibulos, efeitos no balanco
bioenergético, alteracdo direta na membrana plasmatica, alteracdo do glicocalix
e proteinas superficiais da célula espermatica.

O prejuizo a integridade e funcionalidade espermaticas proporcionado
pelo glicerol ocorre principalmente quando o sémen congelado em solucGes
hiperosméticas retorna as condi¢cdes de isosmolaridade. Ball e Vo (2001)
constataram uma queda nos pardmetros avaliados associada a baixa
permeabilidade do glicerol na membrana dos espermatozéides de garanhdes.
Durante a incubacdo do sémen em solucdes hiperosmoticas ocorre a saida de
agua da célula espermatica e o preenchimento do compartimento intracelular
pelo glicerol.

Com o retorno as condi¢des de isosmolaridade a agua tende a entrar
novamente na célula para que ocorra o equilibrio entre 0s meios intra e
extracelular, mas como o glicerol possui baixa permeabilidade celular sua saida
do interior da célula fica comprometida, enquanto a entrada de agua ocorre
rapidamente (ALVARENGA et al., 2003).

O etilenoglicol, também ¢é quimicamente classificado como alcool;
possui quatro pares de elétrons isolados e tem a possibilidade de ligagdo com

atomos de hidrogénio em quatro sitios e a possibilidade de doar dois hidrogénios
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(KEITH, 1998), podendo também efetuar ligacdes de hidrogénio na membrana
dos espermatozoides.

Em estudo comparativo entre etilenoglicol e glicerol demonstrou-se
atuacdo semelhante destes, sendo que quando combinados possibilitam a
reducdo do teor de glicerol, diminuindo o seu efeito toxico (ALVARENGA et
al., 2000a). Outro estudo comparativo do glicerol e outros crioprotetores, dentre
eles etilenoglicol, dimetilformamida e dimetilsulfoxido utilizando 10 ejaculados
de 10 garanhdes, constatou-se a equivaléncia no uso dos crioprotetores, com
excecdo do dimetilsulfoxido o qual apresentou resultado inferior
(ALVARENGA et al., 2000b).

A maioria dos meios diluentes para congelamento de sémen contém uma
fonte de lipoproteinas, através da incorporagdo de produtos do leite, gema de
ovo ou uma combinacao destes dois ingredientes, que auxiliam na estabilizagéo
das membranas durante os ciclos da congelamento/descongelamento.
Monossacarideos (glicose ou frutose), dissacarideos (sucrose ou lactose) e
trissacarideos (rafinose) também sdo comumente incorporados. Os dissacarideos
e trissacarideos sdo aglcares ndo permedveis, usados principalmente por suas
propriedades osméticas. Os monossacarideos também possuem efeitos
osméticos, porém eles podem ser utilizados pelos espermatozdides como uma
fonte de energia. Outros componentes como EDTA, detergentes, tampdes e
antibidticos também séo incluidos nos meios (COTORELLO; HENRY, 2002).
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2.7.1 Amidas

Ball e Vo (2001) dizem que as amidas apresentam trés sitios de ligacédo
de hidrogénio com a molécula de &gua, ou seja, a metade em comparagdo ao
glicerol. No entanto, por possuirem menor viscosidade e maior solubilidade a
agua em relagdo ao glicerol, permitem maior permeabilidade da membrana
diminuindo a possibilidade de danos celulares por estresse osmético causados
pelos crioprotetores.

Keith (1998) relatou que adicGes de grupos metil nas moléculas de
acetamida e formamida foram mais efetivas quanto a capacidade crioprotetora
comparado a moléculas sem o grupo metil, sugerindo assim que a estrutura da
molécula das amidas determina parcialmente sua habilidade crioprotetora.

Na procura de outros crioprotetores alternativos para a congelacdo do
sémen equino, Keith (1998) estudou vérias formas de amidas (formamida,
metilformamida, dimetilformamida, acetamida e metilacetamida) como agente
crioprotetor em comparagdo com o glicerol em meio usado para congelamento
de sémen de garanhdes. Encontrou que a metilformamida foi superior em manter
a motilidade total dos espermatozéides de garanhdes no tempo 0 pods-
descongelamento em relacdo ao glicerol (54,2% a 51,6%, respectivamente) e no
tempo 20 (min) p6s-descongelamento a metilformamida também foi superior ao
glicerol (50,6% a 41,7%, respectivamente.), em relacdo a motilidade progressiva
a metilformamida no tempo O foi superior ao Glicerol (34,8% a 29,4%,
respectivamente) e no tempo 20 pos-descongelamento metilformamida foi mais
eficiente do que o glicerol (30,0% a 23,3%, respectivamente) e na preservacao
da viabilidade celular.

Alvarenga et al. (2003) estudaram as variacoes de congelabilidade entre
racas utilizando os crioprotetores dimetilformamida a 5% e glicerol a 5%.

Constatou-se que, num universo de 55 garanhdes de diferentes ragas, 0s
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parametros de motilidade total e progressiva foram superiores em relacdo a
dimetilformamida, na maioria dos garanh6es (40 de 55 individuos).

Em outro experimento com sémen congelado, utilizando extensor
contendo lactose EDTA com DMF ou GLY, Moffet et al. (2003) demonstraram
ndo haver melhora na motilidade, embora as taxas de prenhez fossem maiores
em éguas inseminadas com meio diluidor contendo DMF (47%, 14/30),
comparadas ao grupo contendo GLY (14%, 5/34). Baseados nestes dados,
concluiram que o glicerol pode reduzir as taxas de fertilidade de sémen
congelado mesmo que a motilidade e viabilidade dos espermatozéides estejam
preservadas.

Medeiros (2003), ao comparar varios crioprotetores em 20 ejaculados de
10 garanhdes quanto aos parametros de analise computadorizada do movimento
espermatico, percentagem de células integras através de sondas fluorescentes,
andlise ultraestrutural da integridade acrossomal através de microscopia
eletronica de transmissdo e fluorescéncia (FITC — PNA e lodeto de propidio) e
bem como o teste de fertilidade, concluiu que o agente crioprotetor glicerol foi
inferior a todos os derivados de amidas, no sentido de proteger o0s
espermatozdides de garanhdes contra os danos da congelacdo e descongelacéo.
Dentre as amidas estudadas a dimetilformamida foi de uma forma geral mais
eficiente em crioproteger os espermatozéides de garanhdes. A melhoria da
qualidade do sémen pos-descongelacdo quando do uso da dimetilformamida se
refletiu em melhoria significativa da fertilidade, quando ap6s inseminar 15 éguas
com sémen congelado com dimetilformamida como crioprotetor e 15 éguas com
glicerol, obteve um indice de fertilidade com o sémen congelado com a
dimetilformamida de 40% (6/15); com o glicerol nenhuma prenhez foi
constatada.

Alvarenga et al. (2005) relataram que esta caracteristica dos

crioprotetores a base de amida, de se adaptarem melhor como agentes
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crioprotetores ao sémen de garanhGes que apresentam resultados insatisfatérios
com o glicerol, possa estar relacionada a menor viscosidade das amidas em
relacio ao glicerol resultando em uma maior permeabilidade destes
crioprotetores, consequentemente diminuindo os riscos de estresse osmotico nas
células espermaéticas.

Segundo Melo (2005), a associacdo de glicerol 1% e metilformamida
4% ao diluente Botucrio® foram eficazes na manutencdo da viabilidade
espermatica na metodologia de congelacdo usual e na metodologia em que o
sémen ¢é refrigerado por 24 horas antes da congelacdo. Utilizando o mesmo meio
diluente de congelacdo (Botucrio®) em comparacdo ao lactose — EDTA e ao
diluente INRA 82, Pasquine et al. (2007) observaram que o Botucrio® foi mais
eficiente em manter a motilidade total nos tempos de 10 minutos e 60 minutos
pos — descongelacao.

Zimmermann et al. (2009), ao avaliar os efeitos da diluicdo seriada do
sémen congelado utilizando dois diluentes comerciais, Botu-Crio® e FR4®,
concluiram que as dilui¢des pds-descongelacdo de sémen equino criopreservado
com crioprotetor dimetilformamida a 5% proporcionaram uma maior sobrevida
das células espermaticas. E o diluente Botu-Crio® resulta em melhores

resultados, comparado ao diluente FR4®.

2.8 Toxicidade dos crioprotetores

Altas concentragdes de crioprotetores sdo deletérias ao espermatozdide
devido a sua toxicidade e podem resultar na reducéo da fertilidade no processo
da inseminacéo artificial. Embora a fungéo destes agentes seja a de minimizar os
efeitos negativos, ha evidéncias que o glicerol é tdxico para o espermatozéide. A
toxicidade do glicerol pode resultar em desnaturacdo de proteinas, alteracdo de

interacBes da actina e inducdo da liberacdo das proteinas do seu local na
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membrana. Parte desta toxicidade é devida a injaria bioquimica, resultante da
adicdo direta do crioprotetor sobre componentes subcelulares, apesar de
ocorrerem danos osmoticos (HAMMERSTED; GRAHAM, 1992).

2.9 Sémen congelado e ambiente uterino

O ambiente uterino sadio oferece as condic¢des ideais para que ocorra
primeiramente o transporte espermatico ao sitio de fecundacdo e posteriormente
0 desenvolvimento embrionario. O fluido uterino é composto de hormdnios,
prostaglandinas, enzimas, substratos energéticos, ions, vitaminas, aminoaciodos,
peptideos, proteinas séricas e proteinas uterinas (FISHER; BEIER, 1986).

Quando introduzido no Utero, o sémen congelado que estava imerso em
solucdo hiperténica com crioprotetores é abruptamente transferido para um meio
isotdnico, sem a presenca do crioprotetor. Desta maneira, 0 meio intracelular é
hiperosmético em relacdo ao ambiente extracelular. Pelo fato de que a
permeabilidade da maioria dos crioprotetores é bem menor que a da agua, ha um
grande influxo de 4gua sem que haja a total saida dos crioprotetores do meio
intracelular, resultando em um aumento exagerado de volume da célula
espermatica (BALL; VO, 2001). Isso tem reflexo na rapida perda da motilidade
espermatica, integridade de membrana e potencial mitocondrial da membrana
(POMMER; RUTLANT; MEYERS, 2002).

A cobertura ou monta natural é comumente associada &s causas de
endometrites. Todos os garanhfes sdo hospedeiros para diversas espécies de
bactérias em sua genitalia externa e no seu sémen (MILLAR; FRANCIS, 1974;
SIMPSON; BURNS; SNELL, 1975). Uma pressdo negativa uterina é a
responsavel pela deposicdo do sémen dentro do (tero da égua durante o coito
(MILLAR, 1952). Como muitas bactérias sdo habitantes da flora normal da

vagina (HINRICHS et al., 1988), estas sdo deslocadas para o interior uterino
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durante a copula. Mais de 80% das éguas sdo bacteriologicamente positivas em
culturas cervicais 24 horas ap6s a cobertura (BRYANS, 1962). Atualmente, com
a utilizacdo da inseminacdo artificial (IA) e, particularmente, com o uso da
colheita de sémen através de vagina artificial e diluicdo em extensores com
antibidticos, o numero de éguas contaminadas poOs-inseminagdo diminuiu
bastante (TISCHNER; KOSINIAK; BIELANSKI, 1974).

A introducdo de espermatozdides na genitalia da fémea produz uma
forte e rapida resposta neutrofilica em varias espécies animais (COHEN, 1984),
inclusive em éguas (KOTILAINEN; HUHTINEN; KATILA, 1994). O propdsito
desta inflamacéo € limpar o Utero do excesso de espermatozoides defeituosos ou
mortos e de outros agentes contaminantes formados pela deposi¢do do sémen, e
se debela em aproximadamente 36 horas em éguas normais (TROEDSSON,
1999).

Espermatozoides equinos, tanto in vivo quanto in vitro, sdo capazes de
induzir quimiotaxia de PMNSs através da ativagdo do complemento, sendo a
atividade do complemento previamente identificada no Gtero da égua
(TROEDSSON; LIU; THURMOND, 1993; WATSON; STROKES; BOURNE,
1987).

De acordo com Katila (2001), a interacdo sémen-Utero pode ser
modificada por varios fatores como a concentracdo do volume inseminante, o
nimero de espermatozdides utilizados, motilidade e viabilidade dos
espermatozdides, o volume de sémen e a presenca ou auséncia de plasma
seminal.

Fiala et al. (2007), ao inseminarem 192 éguas com sémen refrigerado,
com concentragdes de 100, 500 ou 1000 milhdes de espermatozdides diluidos
em 20 ml de solugdo de plasma seminal e leite desnatado, concluiram que os

componentes da dose inseminante provocam uma resposta inflamatoria e que
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esta & mais severa e de resolucdo mais rapida, quanto maior for a concentracéo
espermatica.

Barbacini et al. (2003) concluiram que a incidéncia de acumulacdo de
fluido intrauterino pos-inseminacdo foi de 25% das éguas inseminadas, e que a
ocorréncia maior deste acimulo ocorre em éguas subférteis e velhas. Uma maior
taxa de prenhez foi observada nas éguas que ndo acumularam liquido
intrauterino ap6s a inseminagao. Outros estudos (WATSON et al., 2001; ZENT;
TROEDSSON; XUE, 1998) também relatam taxas menores de gestacdo em
éguas que apresentam acumulo de LIU pdés-inseminadas. No entanto, a
ocorréncia de fluido intrauterino de 12 a 18 horas apdés a inseminacdo com
sémen congelado ndo foi associada a uma reducdo na fertilidade, exceto em
éguas maiores de 16 anos.

A acumulagdo de liquido ou a ocorréncia de edema uterino pode reduzir
seriamente as chances de prenhez nas fémeas (TROEDSSON, 1995). Metcalf
(2000) avaliou que as inflamagOes uterinas pés-inseminacdo ou endometrite
aguda apos a utilizacdo de sémen congelado ndo sdo mais severas do que as
realizadas com sémen fresco ou resfriado. Entretanto, elas parecem ser mais
duradouras e variar conforme a concentracdo de espermatozoides depositada e o
agente crioprotetor utilizado. Estes mesmos resultados também foram
verificados por Kotilainen, Huhtinen e Katila (1994).

A ultrassonografia transretal facilita a visualizacdo de pequenos
acimulos de liquidos no interior do Utero (GINTHER; PIERSON, 1984).
Actmulos de liquidos menores que 3 mm de didmetro sdo normais durante o
estro. Os graus de ecogenicidade dos fluidos vistos no Utero estdo
correlacionados com a quantidade de debris e leucdcitos presentes
(MCKINNON et al., 1988).
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2.10 Fertilidade com sémen congelado

O transporte espermatico e a sobrevivéncia dos espermatozoides no trato
reprodutivo da égua parecem diferir no sémen fresco e no sémen congelado.
Esta observacdo sugere que o Sémen congelado tem vida média
consideravelmente menor no trato reprodutivo da égua do que o sémen fresco
(TROEDSSON; LIU; CRABO, 1998). O programa de manejo quando da
aplicacdo do sémen congelado implica exames seriados em intervalos nao
maiores que 6 a 8 horas, ou ainda, a inducdo da ovulacdo através da
administracdo de hormonios (VANDERWALL, 1997).

O numero de espermatozoides moveis necessario para que se obtenha
uma porcentagem de prenhez 6tima ainda néo foi??? estabelecido, embora a
dose de 500 milhGes de espermatozoides moveis seja recomendada (PICKETT
et al., 1974). Alguns autores, no entanto, ndo observaram diferenca nas taxas de
prenhez pos-inseminagdo com 100 milhdes de espermatozéides (63%) ou com
500 milhGes de espermatozdides moveis (75%) (DEMICK; VOSS; PICKET,
1976).

Sieme et al. (2003) verificaram que o ideal em relacdo a inseminacao
com sémen congelado, é uma Unica inseminacdo, realizada preferencialmente
entre 12 horas antes e 12 horas apds a ovulacdo. E segundo Pickett et al. (2000),
0 minimo numero de espermatozdides recomendado para uma dose inseminante
com sémen congelado é de 200 milhdes de células progressivamente maéveis.

Quando corretamente utilizado, a taxa média de prenhez por ciclo com
sémen congelado € de 30-40% . Entretanto, ndo é incomum encontrar-se taxas
de prenhez por ciclo entre 0 e 100% (SAMPER, 2001).

Nas Tabelas 1 e 2 estdo relatados os indices de fertilidade de éguas

utilizando sémen congelado.



Tabela 1 indices de fertilidade com sémen congelado, dados nacionais
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Autor(es) Capacidade N. de sptz. 1A Fertilidade
da palheta (x 10° (%)
(ml)
Papa (1987) 0,5 800 Corpo do Utero 52
Neves Neto (1999) 0,5 800 Corpo do Utero 40
0,5 800 Corpo do Utero 53,3
Dell’Aqua Junior 0,5 150 Corpo do Utero 40 pré e p6s
(2000)
0,5 150 apice do corno 50 pré e pés
0,5 800 Corpo do Utero 20 pés
0,5 400 Corpo do Gtero 30 pré e pos
0,25 50 Corpo do Gtero 40 p6s
0,25 50 Apice cornual 0 pés
0,25 50 Corpo do Utero 20 p6s
Gomes (2002) 0,5 40 Corpo do Gtero 30
0,5 40 Endoscopia 66,6
Ledo (2002) 0,5 400 Corpodo Gtero 0
0,5 10 Endoscopia 33,3
Zahn (2002) 0,5 400 Corpo do Utero 75 s/colest.
0,5 400 Corpo do Gtero 25 ¢/ colest.
Medeiros (2003) 0,5 800 Corpo do Utero 0 glicerol
0,5 800 Corpo do Gtero 40
Neves Neto (2004) 0,5 400 Apice cornual 45
0,5 400 Apice cornual 60 MP50
0,5 400 Apice cornual 40 FR4

Fonte Vita (2008). IA. Inseminacao artificial; N° sptz. NUmero de espermatozdides.



36

Tabela 2 indices de fertilidade, dados internacionais

Autor(es) Capacidade N. de sptz/ 1A Fertilidade
dapalheta  ml (x 10°%) (%)
Nagase (1967) 0,3 10-30 pellets 33
Klug (1975) pellets 18-33 pellets 27
Merkt (1975) pellets 30 pellets 60
Tishner (1975) 2,5 400-700 2-4 ampolas 26
Nishikawa (1975) 1,0 75-125 3-5 palhetas 56
Naumenkov (1979) 0,2 1 pellet 53
Martin (1979) 4 200-400 1 palheta 63
Tishner (1979) 20-25 300 1 tubo aluminio 55
Loomis (1983) 0,5 250 1 palheta 29
Cristanelli (1984) 0,5 385 1 palheta 56
Volkmann (1987) 0,5 325 1 palheta 44
Volkmann (1987) 0,5 325 2 palhetas 73
Kloppe (1988) 4 600 1 palheta 60
Love (1989) 10-12 1000-1200 1 tubo aluminio 55
Love (1989) 4 400 1 palheta 46
Haard (1991) 0,5 500 1 palheta 60
Samper (1991) 2,5 200 1 palheta 51
Jasko (1992) 0,5 800 1 palheta 56
Thomassen (1993) 0,5 150 7 palhetas 43
Samper (1994) 2,5 200 1 palheta 38
Heitland (1995) 0,5 200 1 palheta 38

Fonte Vita (2008). 1A. Inseminacao artificial , sptz. espermatozoides
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2.11 Inseminacao na ponta do corno e baixas doses inseminantes

Em 1998, dois artigos cientificos descrevendo inseminagédo
histeroscépica com baixo nimero de espermatozdides depositados na juncao
Utero-tubal estimularam o ressurgimento da técnica da inseminagdo na ponta do
corno uterino em éguas (MANNING et al., 1998; VAZQUEZ et al., 1998). O
que, subsequentemente, resultou em indmeras publicagdes provenientes de
varios laboratérios. O termo “ressurgimento” é empregado porque enquanto esta
técnica parece ser uma novidade, a inseminacdo na ponta do corno uterino na
rotina da inseminacdo artificial equina foi reportada por profissionais russos em
1930 (SALZMAN, 1937).

Em equinos foi demonstrado que a habilidade dos espermatozéides
congelados atingirem o oviduto, particularmente a regido da ampola, é menor do
que de sémen fresco, e esta dificuldade no transporte espermatico do sémen
congelado pode ser devido a alteragbes bioquimicas e fisicas na célula
espermatica (BADER, 1982).

A despeito do alto nimero e concentracfes especificas de
espermatozdides que sdo requeridos para otimizar a fertilidade, Katila, Sankari e
Makela (2000) demonstraram que a maior parte do ejaculado é efetivamente e
rapidamente evacuado do Utero em estro através da cérvix relaxada. Na verdade,
somente uma pequena porcdo do ejaculado permanece nas papilas de cada
juncdo Utero tubéaria (SCOTT et al., 2000) e muito poucos espermatozéides
foram observados dentro do oviduto em diferentes estagios do ciclo estral de
éguas (PARKER; SULLIVAN; FIRST, 1975).

O procedimento de inseminagdo na égua é feito utilizando-se uma pipeta
rigida acoplada a uma seringa. A pipeta é guiada pela cérvix com o auxilio do
dedo indicador e a deposicdo do sémen é efetuada no corpo do Utero. Em

equinos, a inseminacdo com numero reduzido de espermatozéides pelo método
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convencional apresenta taxas de prenhez geralmente abaixo da expectativa. Este
problema pode ser resolvido pela deposicdo do sémen mais préximo do sitio de
fecundacdo (FLEURY; CASSOLI, 1999).

Acredita-se que na regido da juncao Utero-tubérica a reacdo inflamatoria
ocorre de forma menos intensa (SCOTT, 2000), pois se a reacdo fosse igual em
todo Utero, os espermatozdides que se aderem nas criptas da papila poderiam
induzir uma infiltracdo de neutrdfilos neste local, interferindo no numero de
gametas aderidos ao reservatorio de espermatozdides funcionais.

Rigby et al. (2000) demonstraram que a deposicdo do sémen na
extremidade do corno uterino, ipsilateral ao foliculo dominante, resultou em uma
maior proporcao de espermatozdides recuperados do oviduto do mesmo lado, do
que quando os espermatozdides foram depositados no corpo do Utero. Acredita-
se que o aumento do nimero de espermatozdides no oviduto pode melhorar as
taxas de fertilidade e a deposicdo do sémen mais préximo da juncdo Utero-
tubérica pode levar a esta melhora na fertilidade (BRINSKO; VARNER,;
BLANCHARD, 1991).

Gulvenc, Reilas e Katila (2005) avaliaram o efeito do nimero total de
espermatozdides na dose inseminante e do local de deposicdo do sémen, corpo
do Utero e apice do corno ipsis lateral ao foliculo pré-ovulatério, sobre a resposta
inflamatoria intrauterina. Verificaram que a inseminacdo no apice do corno
uterino com o uso da pipeta plastica flexivel associada a palpacéo transretal, ndo
aumentou a resposta inflamatéria local, sugerindo que o uso de baixo nimero de
espermatozdides é mais recomendavel quando a inseminacdo é realizada na
extremidade do corno.

A utilizagdo de baixa concentragdo e volume de sémen com deposicéo
direta na papila da jungdo Utero-tubdrica parece reduzir a endometrite pds-
inseminagdo (LINDSEY; BRUEMMER; SQUIRES, 2001).
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Através de citologia uterina, Gomes (2002) verificou que a dose
convencional de sémen congelado de garanhdes (800x10° espermatozdides)
causa uma exacerbada resposta inflamatoria uterina e observou também que a
inseminacéo histeroscépica com baixa dose de sémen congelado (40x10°), levou
a uma menor resposta inflamatdria quando comparada com a inseminagdo com
dose convencional. Entretanto, quando comparada com a insemina¢do com
baixa dose no corpo do Utero, a inseminacdo histeroscdpica causou uma maior
reacdo inflamat6ria no Gtero, mas ndo causou uma depreciacdo dos indices de
fertilidade.

Buchanan et al. (2000) compararam as taxas de prenhez de grupos de
éguas inseminadas com 500x10° espermatozdides em 20mL no corpo do (tero,
25x10° em 1,0mL, 5x10° em 1,0mL e 5x10° em 0,2mL depositados na ponta do
corno atraves do desvio de pipeta. Os resultados foram respectivamente de 90%,
57%, 30% e 40%, concluindo que a deposi¢do de sémen no corno uterino pode
maximizar a fertilidade quando se utiliza baixo nimero de espermatozdides em
pequeno volume.

De acordo com Squires (2001), o desenvolvimento de técnicas que
permitem o uso de um baixo nimero de espermatozdides bem como a deposicao
do sémen na regido da papila, onde a reacdo inflamatéria é menos intensa do que
nas demais porg¢des do Utero, podem reduzir a incidéncia de endometrite apos a

inseminacao, melhorando assim os indices de fertilidade.

2.12 Citologia endometrial

O primeiro a descrever a técnica para exame da citologia endometrial foi
Knudsen (1964). Hoje, ela é pratica corrente no auxilio ao diagnostico da
endometrite bacteriana e das inflamagdes uterinas tanto clinica, como

subclinicamente. Consiste na observacdo, ao microscopio 6ptico, de um
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esfregaco obtido com a passagem de cefanete através da cérvix (MATTOS et al.,
1984) para detectar a presenca ou nao de leucécitos polimorfonucleares. Estes s6
sdo encontrados se associados a inflamacdo (RICKETTS; WINGFIELD-
DIGBY, 1982). Vérios pesquisadores divergem quanto a quantidade de células
inflamatorias necessarias para se considerar um esfregaco positivo (BETSCH,
1992). Freeman, Roszel e Slusher (1986) consideram que todo leucécito
presente na luz do Gtero pode ser visto como sinal de endometrite. Couto e
Hughes (1985) relacionam a presenca dos polimorfonucleares ao nimero total
de células e consideram a citologia positiva quando ha uma propor¢do maior ou
igual a 3% de neutrdfilos sobre o total de células presentes. Mattos et al. (1984)
afirmam que, na citologia endometrial de éguas sadias, ndo aparecem neutréfilos
em qualquer fase do ciclo estral, exceto nas seguintes situagoes:

a) amostras coletadas logo apds o parto;

b) amostras coletadas logo ap6s a cobertura;

c) amostras coletadas nos primeiros cios apos o anestro invernal.

A citologia é um método mais sensivel que o exame bacteriol6gico no
auxilio ao diagnoéstico da inflamagdo endometrial, pois todas as éguas com
endometrite clinica devem apresentar também o exame citoldgico positivo
(MATTOS et al., 1984).

Kenney (1978) considera que a citologia endometrial permite apenas o
diagndstico da endometrite bacteriana, assim como Reiswig, Threlfall e Rosol
(1993). Mattos et al. (1984) encontraram uma correlagdo entre achados
citologicos e taxas de fertilidade, pois em 206 éguas submetidas & inseminacao

artificial, apenas 5% das éguas portadoras de citologia positiva emprenharam.
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2.13 Inducéo da ovulacao em éguas

Em éguas ciclicas o propdésito de se induzir a ovulacdo é melhorar o
manejo reprodutivo e sincronizar a ovulagdo o mais préximo possivel da
cobertura, inseminacdo ou conveniéncia. Quando a monta natural ou sémen
fresco sdo utilizados, o intervalo entre a inseminacdo e a ovulacdo pode variar
entre 0 a 48 horas. Quando do uso de sémen congelado uma maior acuracia é
necessaria, e o intervalo deve ser menor que 24 horas (PALMER; QUELLIER,
1993).

A maneira mais apropriada para selecionar 0 momento de induzir a
ovulacdo consiste na utilizacdo de agentes indutores quando um foliculo de
33mm ¢é detectado em éguas pbneis e um de 35mm em éguas, momento em que
o foliculo encontra-se responsivo ao LH (PALMER; QUELLIER, 1993).

Segundo Samper (2001), quando se insemina éguas com sémen
congelado é importante usar um agente indutor da ovulacdo para maximizar o
uso do sémen, minimizando o nimero de doses por ciclo, resultando na reducdo
do intervalo entre a inseminacdo e a ovulagdo. Ha dois tipos de horménios
usados para induzir a ovulacdo em éguas: a Gonadotrofina Coriénica humana
(hCG) e o implante de um analogo do GnRH (Desorelina). Tipicamente 2500Ul
de hCG administrados por via intravenosa em éguas em cio com foliculos entre
30-35mm de didmetro resulta em ovulagGes ocorrendo em 92% das éguas até
48h (BARBACINI et al., 2000).

O momento da administracdo do hCG normalmente é ditado pela
associagdo de alguns fatores, dentre eles: a) periodo do ano, b) comportamento
de estro, c) ecotextura uterina, tonus uterino e cervical, d) ecotextura da parede
do foliculo pré-ovulatério e f) didmetro e formato do maior foliculo. De todos os
fatores citados, a administracdo do hCG ¢ realizada quando um foliculo atinge
35mm de didmetro durante a fase folicular (BERGFELT, 2000).
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Apesar de ser um agente indutor de ovulacdo largamente utilizado, o
hCG apresenta a inconveniéncia de induzir a formacdo de anticorpo apos
algumas inje¢des sucessivas (DUCHAMP et al., 1987).

Devido & larga variagdo no intervalo de ovulacdo apds inducdo com
hCG, as éguas devem ser examinadas de 6-6 horas a partir de 24h apos a
aplicacdo do hormdnio, e a inseminagdo realizada imediatamente ap6s a
deteccdo da ovulacdo (SAMPER, 2001).

Muitos estudos tém avaliado o uso do GnRH e seus analogos no
controle do ciclo estral de éguas. A administracdo do GnRH sintético durante o
estro estimula a liberacdo de LH e reduz a duragdo do estro (IRVINE et al.,
1975). O desenvolvimento de agonistas e analogos de GnRH aumentou a meia
vida deste horménio através de modifica¢Ges estruturais no GnRH natural, o que
permitiu 0 aumento nos niveis de LH por 12 a 24 horas ap06s a administragdo dos
mesmos (BERGFELT, 2000).

A deslorelina € um analogo do GnRH e encontra-se disponivel na forma
comercial de Ovuplant, um implante de curta duracéo que libera 2,2 mg a cada 2
a 3 dias. Este implante de deslorelina tem-se demonstrado eficiente em aumentar
as concentracOes de LH e induzir a ovulacdo em éguas ciclicas (MUMFORD et
al., 1995; SQUIRES et al., 1994).

Trés estudos compararam o Ovuplant com o hCG e obtiveram um
intervalo entre tratamento e ovulacdo, respectivamente, de 1.98 a 1.88 dias
(MCKINNON; VOSS, 1993), 46,9 a 43 horas (MEINERT et al., 1993) e 2,2 a
2,2 dias (VANDERWALL; JUERGENS; WOODS, 2001). Melo et al. (2005)
compararam o uso de deslorelina (1 mg/IM) com o extrato de pituitaria equina
(EPE) (10mg/lV) e constataram que ambos os agentes foram eficientes na
inducdo da ovulacdo, sendo que o periodo ovulatorio ap6s a administragdo da

deslorelina e do EPE, foram respectivamente: 38, 9 e 34, 7 horas.
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O extrato de pituitaria equina tem sido usado em diversos protocolos de
superovulacdo em éguas (ALVARENGA et al.,, 2001; DOUGLAS; NUTI;
GINTHER, 1974; WOODS; GINTHER, 1983).

Duchamp et al. (1987) demonstraram que uma Unica administracdo de
25mg de EPE, na presenca de um foliculo de 35mm de didmetro, induziu a
ovulagdo em 75% das éguas no periodo entre 24 e 48 horas.

Medeiros et al. (2005) compararam o uso do EPE na concentragéo de 10
e 5 mg intravenoso e constataram que ambas as doses foram eficientes em
induzir a ovulacdo em um periodo de 48 horas do momento da ovulagdo, sendo
para 10 e 5mg, respectivamente, 34,4+6,72 e 37,54+3,05horas.

O extrato de pituitdria equina, ao contrario do hCG, ndo induz a
formacdo de anticorpos. Entretanto, deve-se levar em consideracdo a
heterogeneidade das amostras de EPE (PALMER; QUELLIER, 1993).

Além da eficiéncia do EPE na indugdo de ovulacdo em éguas, outra
vantagem € o estreito do intervalo entre a indu¢do e a ovulagéo, o que favorece o
uso de sémen congelado nesta espécie, por reduzir o nimero de inseminagdes

sem o comprometimento da fertilidade (MELO, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e animais

O experimento foi realizado na Fazenda Floresta — Haras Porteira de
Tabua, situada no municipio de Trés Pontas, durante o periodo de setembro de
2009 a junho de 2010.

Foram disponibilizadas para o experimento 29 éguas da raca
Mangalarga Marchador, férteis, sadias clinicamente e de idade entre 3 e 15 anos.
Todas as éguas foram submetidas ao exame citologico uterino em fase de estro,
e somente se admitiu no experimento os animais negativos para tal exame
(menos de 1 célula inflamatéria para cada 10 células endometriais). Somente
uma égua foi positiva ao exame e ndo foi incorporada ao experimento. As 28
éguas restantes foram divididas em 2 classes de idade: mais jovens (entre 3 e 7

anos de idade) e mais velhas (entre 8 e 15 anos de idade) (Gréfico 1).
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Gréfico 1 Distribuicdo percentual da idade das éguas disponiveis para o
experimento

Os animais foram alojados em pasto natural de 30 hectares de grama
batatais (Paspalum Notatum), capim jaragua (Hiparrhenia rufa) e capim gordura
(Melinis Minutiflora) em sistema de pastejo continuo. Foram vermifugadas com
piraverme em setembro de 2009 e desde entéo receberam suplementacdo mineral
organica (Aminopan Haras).

Foi utilizado sémen de apenas um garanhdo, também Mangalarga
Marchador, de 3 anos de idade, clinicamente saudavel, apto a reprodugdo e de

bom histdrico de fertilidade. Foram congeladas 07 partidas, em dias alternados.
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O sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml devidamente identificadas, as quais

continham 100 milhdes de espermatozdides viadveis cada.

3.2 Selecdo e avaliagdo dos animais

Antes de se iniciarem no experimento, os animais foram identificados,
vermifugados Lutalyse® - Pfizer e banhados com solugdo carrapaticida
Cypermil® — Ouro Fino. Também foram fotografados e avaliados quanto ao
escore corporal, no inicio e final do periodo experimental, de acordo com
metodologia proposta por Carroll e Huntington (1988).

Em cada égua, na primeira palpacdo foi identificada a fase do ciclo
estral e aquelas que se apresentavam em diestro, com corpo liteo ativo,
receberam uma injecdo intramuscular de 6,71mg de Dinoprost Trometamina
(Lutalyse®) para a indugdo da lutedlise. Estes animais entraram em estro 5 dias
ap6s a administracdo do luteolitico. Em seguida, foram acompanhadas
diariamente e quando apresentaram edema uterino foi coletado material para a
citologia uterina. Nas demais éguas foi realizado o mesmo procedimento; a
partir do momento em que entraram em diestro com corpo llteo ativo.

Para a colheita de material para a citologia uterina utilizou-se escova
ginecoldgica (LARBOLEX® - Sdo Paulo) acoplada a uma haste de metal
protegida pela mdo com luva de palpacdo retal. Em seguida realizaram-se
esfregacos do material obtido em l&minas, fixando-as em metanol por dez
minutos. As laminas foram coradas por corante panético. A interpretagdo do
exame citolégico foi realizada de acordo com Brook (1993): os animais que
apresentassem menos de 1 célula inflamatéria para cada 10 células endometriais
eram considerados negativos a citologia, ou seja, ndo apresentavam reacdo

inflamatoria uterina, ainda que na forma subclinica. O cio em que as éguas
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foram submetidas ao exame citolégico nédo foi utilizado para inseminacdes. Elas

foram induzidas ao estro com luteoliticos no diestro subsequente.

3.3 Tratamentos

As éguas foram distribuidas nos grupos experimentais obedecendo ao
seguinte critério: cada 2 éguas com idades proximas foram sorteadas para os
grupos A e B. Foram estabelecidos 2 periodos para as inseminac@es: periodo 1
foi o primeiro estro que as éguas apresentaram ap6s 0 exame citoldgico, o qual
foi utilizado para as primeiras inseminagdes. Ja o periodo 2 correspondeu ao
estro subsequente, no qual as éguas do grupo Al passaram para o grupo B2 e as
éguas do grupo B1, passaram para o grupo A2, caracterizando os tratamentos
descritos a seguir:

Al: Grupo controle: inseminacdo sem diluicdo no primeiro estro ap6s o
exame citoldgico

B1: Grupo inseminado com sémen diluido, no primeiro estro apds o
exame citoldgico

A2: Grupo controle; inseminacéo sem diluicdo, no segundo estro ap6s o
exame citoldgico

B2: Grupo inseminado com sémen diluido, no segundo estro apos e

exame citoldgico

3.4 Partidas de sémen

Foram congeladas 07 partidas de sémen do garanhdo Verniz da
Calciolandia. Primeiramente, testaram-se meios crioprotetores: FR4, FR52 e
Botucrio®. De acordo com os fabricantes, todos eles apresentam osmolaridades

similares, proximas de 1500 mOsm/L, sendo que com o0 uso do Botucrio os
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resultados foram superiores nas amostras testadas e descongeladas, avaliando-se
a porcentagem de espermatozoides mdveis de modo subjetivo, concordando com
resultados de outros autores (ALVARENGA, 2002; MEDEIROS, 2003;
PASQUINE et al., 2007; ZIMMERMANN et al., 2009). Decidiu-se entdo pelo
uso deste como meio de congelacgéo.

As coletas foram realizadas em dias alternados, utilizando-se vagina
artificial do tipo rigida (modelo Hanover) e filtro de nylon proprio para remocéo
da fracdo gel. Apds a coleta, foram analisadas as seguintes caracteristicas:
volume (em ml), aspecto, coloracdo, motilidade (0-100%), vigor (0-5) e
concentracdo espermatica (diluicdo 1:20), em Camara de Neubauer e
microscépio 6tico com objetiva de 20X.

A analise da motilidade espermatica foi realizada de forma subjetiva,
iniciando-se antes do congelamento até pés-descongelamento. E seguia-se 0
seguinte padrdo: diluia-se o sémen até que se pudessem contar 0s
espermatozdides moveis em um campo. No sémen recém coletado, a quantidade
de diluente variava conforme a concentragdo que apresentou 0 sémen. J& no
sémen descongelado, a proporcdo era de aproximadamente 4 ml de diluente para
uma palheta de 0,5 ml de sémen. Elegiam-se 6 campos microscépicos
aleatoriamente. Em cada campo, contavam-se 0s espermatozdides moveis e 0s
imdveis. Destes 6 campos, desprezavamos as duas contagens mais discrepantes e
entdo era considerada a média das 4 contagens restantes.

O garanhdo utilizado neste estudo apresentava mais de 80% dos seus
espermatozdides moveis com motilidade progressiva. Pela dificuldade de
separar motilidade total e progressiva no momento destas avaliacOes, e por este
animal apresentar alta taxa de motilidade progressiva, 0s espermatozdides
méveis eram considerados viaveis. Os resultados estéo ilustrados na tabela X.

O sémen foi diluido com extensor a base de leite desnhatado (proporcao

1:1) e centrifugado a 800g/12 min. O sobrenadante foi desprezado e os pellets
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ressuspendidos com meio de congelacdo Botucrio, contendo 5% de meio
crioprotetor dimetil-formamida (SIGMA-ALDRICHT®). O envase foi realizado
em palhetas de 0,5mL, identificadas e lacradas com esferas de aco, com uma
concentracdo final de 100 milhdes de espermatozdides viaveis por palheta. Em
seguida, foram resfriadas em Equitainer® até 5°C por 60min. Posteriormente,
colocadas em suporte de ago inox a 3cm acima do nivel de nitrogénio liquido,
distribuido em uma caixa de isopor, a temperatura aproximada de -120°C por
20min. Apos este periodo foram imersas no nitrogénio liquido em temperatura
proxima de -196°C e armazenadas em botijao criobioldgico.

Para avaliacdo pds-congelacdo, descongelava-se uma palheta de cada
amostra, a temperatura de 45°C por 20” e armazenadas em tubos de
microcentrifuga previamente aquecidos a 37 °C, aos quais eram acrescidos 4ml
de diluente Botusémen® com intuito de diluir o sémen e assim facilitar a
contagem de espermatozéides por campo para estimativa da motilidade. Pequena
goticula do sémen sem diluicdo também era avaliada quanto a motilidade, de

forma subjetiva.

3.5 Procedimento experimental

O procedimento experimental durou 90 dias, e foi dividido em duas
etapas: a primeira teve duracdo de 20 dias, quando foi congelado o sémen do
garanhao e realizados os exames citoldgicos uterinos e a sincronizacao de estros.
A segunda etapa durou setenta dias; nesta foram feitas as indugdes,
inseminagdes e acompanhamentos ultrassonograficos.

A segunda etapa foi iniciada no estro subsequente aos exames
citologicos, no qual as éguas foram inseminadas com sémen descongelado
diluido ou sem diluicdo. Diariamente, as éguas eram acompanhadas através de

palpacao retal e ultrassonografia até que apresentassem foliculos com no minimo



50

35 mm de diametro e edema uterino, quando eram entdo induzidas a ovulacéo
utilizando-se 6 mg de Extrato de Pituitdria Equina (EPE), aplicados por via
endovenosa.

De 18 a 20 horas ap6s a indugdo com EPE as éguas foram inseminadas
obedecendo aos seguintes protocolos:

Grupo Al: protocolo tradicional: insemina¢do sem diluicdo. Foram
descongeladas 3 palhetas a temperatura de 45°C por 20 seg e introduzidas na
ponta do corno uterino ipsilateral ao foliculo pré-ovulatério, por meio de pipetas
flexiveis e direcionamento por palpacéo retal.

Grupo B1: inseminacdo com sémen diluido. Foram descongeladas 3
palhetas a temperatura de 45°C por 20 seg. e armazenadas em tubos de
microcentrifuga, previamente esterilizados e aquecidos a 37 °C,nos quais eram
acrescidos 1,5 ml de diluente Botusémen® (diluicdo 1:1). Passados 3 min, eram
acrescidos mais 3 ml de Botusémen® (diluicdo 1:1). Ao final, 6 ml de sémen
eram depositados também na ponta do corno uterino ipsilateral ao foliculo pré-
ovulatério da mesma maneira que era realizado nas éguas do grupo Al.

Em virtude da auséncia de crioprotetor no extensor de sémen
Botusémen® (osmolaridade 350 mOsmol/L), a diluicdo seriada fazia com que a
concentracdo do crioprotetor passasse de 5% (concentracdo de crioprotetor entdo
presente no sémen, proveniente do meio crioprotetor Botucrio®) nas palhetas
p6s descongelamento, para 2,5% a primeira diluicdo e a 1,25% a segunda
diluicdo.

Ap0Gs a inseminacdo, as éguas eram palpadas a cada 2 horas até que
viessem a ovular, ou até 36 horas apds a inseminagdo. Os animais que nédo
ovularam até este periodo foram considerados, para melhor compreensdo dos
resultados, como se tivessem ovulado com 36 h pds-inseminacao.

Passados 15 dias da data da ovulacdo, estes animais eram palpados e

diagnosticados quanto gestantes ou ndo gestantes e em ambos 0s casos era
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induzida a lutedlise através de injecdo intramuscular de 6,71mg de Dinoprost
Trometamina (Lutalyse®).

No periodo 2 do experimento, os procedimentos com relacdo aos
acompanhamentos ultrassonograficos, inducdo, hora da inseminagéo,
inseminacdo e palpacdo até a ovulacdo e diagndstico gestacional foram os
mesmos ja relatados no periodo 1. A diferenca é que as éguas que foram
inseminadas sem diluicéo (grupo A1) no periodo 1, passaram a ser inseminadas
com sémen diluido (grupo B2) no periodo 2. E ja as éguas que foram
inseminadas com sémen diluido no periodo 1 (grupo B1), foram inseminadas
com sémen sem diluicdo (grupo A2) no periodo 2.

Depois de selecionadas as éguas, existiam requisitos para que elas
fossem inseminadas e consequentemente utilizadas no experimento. Estes
requisitos eram: apresentar foliculo dominante de no minimo 35 mm de
didmetro, edema uterino para que fosse possivel induzir a ovulacdo e ndo

haverem ovulado até o momento da inseminagao.

3.6 Requisitos para as inseminacoes

Das 28 éguas selecionadas para o experimento, nos grupos que foram
inseminadas com sémen sem diluicdo (Al e A2): 7 animais ndo apresentaram
foliculo dominante com no minimo 35 mm de didmetro (requisito para que se
possa induzir a ovulacdo), por isso ndo foram utilizadas nesta fase, restando 21
éguas.

Nos grupos de inseminagéo com dilui¢do seriada (B1 e B2) das mesmas
28 éguas: 8 ndo apresentaram foliculo dominante com no minimo 35 mm de
didmetro. E 6 delas apresentaram condi¢Bes de serem induzidas, porém
ovularam antes de serem inseminadas e por isso também foram impossibilitadas

de participar desta fase do experimento, restando 14 éguas.
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3.7 Avaliacao do crescimento folicular e liquido intrauterino por ecografia

Apds cada inseminacdo, independentemente do periodo ou do protocolo
utilizado, as éguas eram palpadas e acompanhadas ecograficamente a cada 2
horas, até que viessem a ovular, ou até 36 horas apds a inseminacao.

A cada palpacéo eram avaliados:

Tamanho folicular — mensurado em milimetros.

Flutuacao folicular, classificada em: 1 — rigido, 2 — pouco flutuante e 3 —
flutuante e com fina membrana.

Edema uterino, classificado em: 0- nenhum edema, 1 — pouco edema, 2
— edema com dobras uterinas ja evidentes e 3 — dobras uterinas bastante
definidas e impressao digital marcada a palpacao.

Actmulo de liquido intrauterino (LIU), classificado em: 0 — auséncia de
LIU acumulado, 1 — pouco LIU acumulado entre as dobras uterinas, 2 — LIU ja
formando acimulos maiores que 10 mm de diametro e 3 — LIU acumulado em
compartimentos maiores que 20 mm de didmetro.

Apbs a ovulagdo, as éguas deixavam de ser acompanhadas, até que se
passassem 16 dias da data da ovulacdo. No décimo sexto dia apds a ovulagéo,
cada égua era palpada e diagnosticada quanto a presenca de vesicula gestacional
ou ndo. Todas as éguas no periodo 1, gestantes ou ndo, eram submetidas a
lutedlise e inducdo de novo estro por meio de aplicagdo intramuscular de 6,71mg
de Dinoprost Trometamina (Lutalyse®). As quais retornavam ao estro

aproximadamente 5 dias apds a aplicacdo deste.
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3.8 Anadlises estatisticas

O modelo inicial incluiu tratamento, etapa, interacdo entre tratamento e
etapa e o erro aleatério. O programa estatistico utilizado para todas as anélises
foi o Statistical Analysis Systems Institute - SAS Institute (1998). O
delineamento utilizado foi em ensaio de reversao (Switch Back). Para as analises
foram criadas classes de idade (BALL; WOODROW; BERRY, 1987), sendo:
classe 1 — animais jovens com idade entre 3 e 7 anos; classe 2 — animais mais
velhos entre 8 e 15 anos. Foram ainda criadas classes para o tempo transcorrido
entre a 1A e a ovulacéo apds inducdo, sendo: classe 1 — tempo variando de 2 a 16
horas entre a IA e a ovulacao; classe 2 — tempo entre 17 e 36 horas. A variavel
LIU foi dicotomizada (com ou sem presenca de liquido).

Com o objetivo de se comparar a taxa de éguas prenhes em cada
tratamento, bem como entre as classes de idades definidas e tempo transcorrido
entre a 1A e a ovulagdo, foi utilizado o procedimento GENMOD (modelos
generalizados). Os dados foram transformados segundo a funcdo Logit, com a
op¢do de distribuicdo binomial. Foi realizada ainda analise de variancia (Proc
GLM) entre o tempo transcorrido da ovulacdo até a A, dentro de tratamentos e
classes de idades. Os valores médios foram calculados pelo procedimento
Ismeans, expressos em médias e erro padrdo da média percentual, ou seja,
médias dos quadrados minimos que consideram o desbalanceamento entre 0s
grupos “tratamento e classes estabelecidas”. Para todas as analises o nivel de
significAncia adotado foi de 5%. Os dados foram apresentados como efeito
principal somente, uma vez que, ndo houve efeito interativo entre tratamento e

periodo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes as variacdes de cada partida estdo apresentados na
Tabela 3. As variagcbes no volume, concentracdo espermatica e motilidade
determinavam a quantidade de doses de cada partida. Assim, mesmo que cada
partida apresentasse qualidade diferente, isso era corrigido através das doses. Foi
considerada dose inseminante, 300 milhdes de espermatozéides viadveis, ou 3
palhetas.

Os dados referentes a qualidade seminal estdo apresentados na Tabela 4.
A taxa de motilidade espermatica do sémen fresco variou de 50 a 80 %,
enquanto a do sémen pds-congelamento variou de 20 a 35. O que era esperado
devido as crioinjarias sofridas pelas células nos processos de congelacdo e

descongelacéo.

Tabela 3 Qualidade seminal e nimero de doses de cada partida congelada — Trés
Pontas — 2009/2010

Partida Volume Concentracao Numero de doses

ejaculado (ml) espermatica (x 10°/ml)

1 35 70 3

2 35 110 10
3 30 70 4

4 55 50

5 40 115 10
6 45 45 4

7 45 65




55

Tabela 4 Valores de motilidade total (%) pré e pés-congelamento do sémen do
garanhdo Verniz da Calciolandia — Trés Pontas — 2009/2010

Motilidade total (%)

Partida
Sémen fresco Sémen descongelado
01 50 20
02 80 25
03 70 30
04 80 35
05 70 30
06 60 35
07 75 30

Das 28 éguas selecionadas para o experimento, nos grupos que foram
inseminadas com sémen sem diluigdo (Al e A2): 7 animais ndo apresentaram
foliculo dominante com no minimo 35 mm de didmetro (requisito para que se
possa induzir a ovulacdo), por isso ndo foram utilizadas nesta fase, restando 21
éguas.

Nos grupos de inseminacdo com diluicdo seriada (B1 e B2) das mesmas
28 éguas: 8 ndo apresentaram foliculo dominante com no minimo 35 mm de
didmetro. E 6 delas apresentaram condi¢cbes de serem induzidas, porém
ovularam antes de serem inseminadas e por isso também foram impossibilitadas

de participar desta fase do experimento, restando 14 éguas (Tabela 5).



Tabela 5 Distribuicdo dos animais entre os grupos — Trés Pontas — 2009/2010

Grupos Al e A2 Grupos Bl e B2

Animais disponiveis 28 28
Sem foliculo dominante 7 8
Ovuladas antes da IA 0 6
Restante”™” 21 14

A ocorréncia destes incidentes que impediram alguns animais

participarem de um ou outro periodo do experimento, ndo afetou a distribuicao
etaria, nem tampouco a média de tempo transcorrido entre inseminagdo e

ovulacdo nos grupos tratados. O que reforca a igualdade de condicGes entre os

grupos mesmo que com numeros de animais (n) diferentes.

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entre as médias das idades

dos grupos tratados (Graficos 2 e 3).
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Gréfico 2 Porcentagem de animais com relagdo a idade dos Tratamentos Al e
A2 (sem diluigdo): 10,9 anos
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Gréfico 3 Porcentagem de animais com relagdo a idade dos Tratamentos Bl e
B2 (sémen diluido): 11,9 anos
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4.1 Taxas de prenhez

A taxa de prenhez das éguas que foram inseminadas com sémen diluido
foi superior (P<0,05) & das éguas que foram inseminadas com sémen sem
diluicdo (Tabelas 6 e 7). Provavelmente este resultado é devido a uma maior
durabilidade resultante da redugdo do estresse osmotico na diluicdo seriada.
Resultado semelhante a este foi observado in vitro por Zimmermann (2007), em
sémen equino criopreservado com crioprotetor dimetilformamida a 5% e diluido
po6s-congelacdo, onde relatou uma maior sobrevida das células espermaticas.
Wessel e Ball (2004) observaram que a rapida remocdo do glicerol de sémen
equino a fresco resultou na reducdo da motilidade e da integridade de membrana
dos espermatozoides, enquanto a diluicdo seriada do glicerol desse mesmo
sémen resultou na melhora na manutencdo tanto da motilidade quanto da
integridade de membrana dos espermatozoéides. Porém, concluiu-se ndo haver
efeito benéfico similar quando feita a diluicdo seriada com o sémen

criopreservado.

Tabela 6 Taxa de gestacdo + dp (n) de éguas inseminadas em tempo fixo com
sémen descongelado diluido ou ndo — Trés Pontas — 2009/2010

Tratamento Gestante (%) Média trat.X
Periodo 1 Periodo 2
Sémen diluido 28.6+14 (2de7) 57.1+14(4de7) 42,9£10(14)a

Sémen ndo diluido  0,0+0,1 (0 dell) 10,0+11 (1de10) 5,0£8(21)b

Média periodo* 143t9 (18) A 33,619 (17) A 36,1420 (35)**

*Meédias com letras diferentes mindsculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre
si a 5%, pelo procedimento Ismeans * Trat. = tratamento; **néo significativo.
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Tabela 7 Efeito da diluicdo seriada do sémen equino descongelado sobre a
proporcdo de éguas gestantes ap6s inseminacdo artificial — Trés
Pontas — 2009/2010

Tratamento™ Gestantes (%) Vazias (%) Total
Sémen diluido 6 (42,9) 8 (57,1) 14
Sémen ndo diluido 1(4,8) 20 (95,2) 21
Total 7 28 35
"P=0,0058

N&o houve efeito interativo (P>0,05) entre tratamento e etapa
experimental, evidenciando que no delineamento experimental ndo houve efeito
residual da inducdo luteolitica.

O sémen utilizado foi de um garanhao de fertilidade comprovada, tanto
em monta natural quanto com sémen congelado em procedimentos de
descongelamento e inseminagdo de rotina, a interpretacdo dos resultados de
prenhez torna-se consistente. Além da efetividade estavel do sémen em termos
de crioresisténcia e de capacidade fecundante elimina-se a variacdo individual

entre garanhoes.

4.2 Tempo decorrido entre inseminacao e ovulagéo

Os grupos Al e B1, nos quais os animais foram inseminados com sémen
sem diluicdo, funcionaram como controles negativos. Ou seja, por se tratar de
inseminagdo em tempo fixo, ndo haveria o acompanhamento rigoroso da
dinamica folicular para que a inseminagao ocorresse 0 mais proximo possivel da
ovulacdo. Quanto mais distante da ovulacdo fosse feita a inseminagdo, mais

estariamos avaliando a durabilidade do sémen. Isso explica a baixa taxa de
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concepgdo conseguida nos grupos inseminados sem diluicdo (Al e 2), ja que
estes grupos ndo passaram pela reducdo do estresse osmatico através da diluicdo
seriada.

O tempo decorrido entre a inseminacdo e a ovulacdo foram
respectivamente de 20.2 £ 2.5 horas e 20.6 £ 3.1 horas, para o0s tratamentos
que utilizaram sémen ndo diluido e diluido. N&o sendo verificada diferenga
significativa (P>0,05) no tempo decorrido entre inseminacéo e ovulagdo dos
grupos tratados.

No que diz respeito a idade, também néo foi verificada diferenca
(P>0,05) no tempo decorrido entre inseminacdo e ovulacdo das Classes
avaliadas. Este tempo foi de 19,8 + 2.4 horas para as jovens e de 21.0 £ 3.2
horas para as adultas.

Como houve largo coeficiente de variacdo dos intervalos inseminacao-
ovulacdo entre os animais, dividimos os animais em duas classes de acordo com
o0 tempo que levaram para ovular desde a inseminacéo, sendo:

Classe de ovulagdo 0: classe de ovulagdo entre 2 a 16 horas poés
inseminacao

Classe de ovulacdo 1: classe de ovulacdo de 17 a 36 horas poés
inseminacao

Observou-se diferenca significativa (P<0,05) entre a quantidade de
éguas gestantes quando se comparou as classes de tempo que levaram para
ovular apés a IA (Tabela 8). Independente do tratamento, 0 tempo que as éguas
levaram para ovular apds a inseminacdo influenciou as suas possibilidades de

desenvolver uma gestacéo.
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Tabela 8 Efeito da classe de ovulacdo apds IA sobre a proporcdo de éguas
gestantes — Trés Pontas — 2009/2010

Classe de ovulagéo Gestantes (%) Vazias (%) Total

0 6 (33,33) 12 (66,67) 18

1 1(5,88) 16 (94,12) 17

Total* 7 28 35
*P=0,0424.

4.3 Efeito da idade na taxa de prenhez

Como no experimento lidamos com animais com larga diferenca de
idade (3 a 15 anos), para melhor analisarmos os resultados, dividimos estes
animas em duas classes:

Idade 1: animais jovens, de 3 a 7 anos de idade

ldade 2: animais adultos, de 8 a 15 anos de idade

Nao foi verificada influéncia (P>0,05) da idade sobre a proporcdo de
éguas gestantes. No entanto, percebe-se que as éguas jovens respondem melhor

ao tratamento (Tabela 9).

Tabela 9 Efeito da classe de idade sobre a proporgao de éguas gestantes — Trés
Pontas — 2009/2010

Idade * Gestantes (%) Vazias (%) Total
Jovens 6 (27,7) 16 (72,7) 22
Velhas 1(7,7) 12 (92,3) 13
Total 7 28 35

*P=0,1617
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4.4 Reacdo pos inseminagao

A reacdo inflamatdria uterina decorrente da inseminacao foi avaliada por
meio da ocorréncia ou ndo de acimulo de LIU e a sua intensidade (0 a 3) nas
observagdes ultrassonograficas.

Primeiramente, os dados de presenca de liquido no Gtero foram
categorizados em presente ou ausente. Sendo que as éguas que foram
inseminadas com sémen diluido em duas etapas apresentaram actmulo de LIU
em 3,9% das vezes em que foram avaliadas ecograficamente. Ja aquelas que
foram inseminadas com sémen sem diluicdo apresentaram acimulo de LIU em
29,1% das observacbes (Tabela 10). Estes resultados estdo de acordo com
Kotilainen, Huhtinen e Katila (1994) que observaram reacfes uterinas mais
duradouras, variando conforme a concentracéo de espermatozdides depositada e

0 agente crioprotetor utilizado.
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Tabela 10 Efeito do protocolo de inseminacdo artificial com sémen
descongelado equino sobre a presenca de liquido intrauterino
visualizado por ultrassonografia. Médias + dp (n / nimero de
observacgdes dentro de cada tratamento e classes) — Trés Pontas —
2009/2010

Presenca de Liquido Probabilidade

Variaveis Intrauterino (%) Tratamento HPIC  Idade

Protocolos™

Desc. Direto 29,1 +1,9 #(64/220) 0,0001 0,276 0,769
Duas Etapas 3,9+2,1°7/182)

Pés Inseminacdo

2 -12 horas 15,6 + 2,0 (29/186)

14-26 horas 19,4 +1,9(42/216)

Classe de Idade

3 -6 anos 16,7 £1,8 (37/221)

7-15 anos 18,8 £ 2,0 (34/181)

* letras minUsculas diferentes na coluna diferem entre si a 5% pelo quadrado minimo —
Ismeans.

Estes resultados estdo de acordo com resultados observados por
Troedsson (1995), onde concluiram que a acumulacdo de liquido ou a ocorréncia
de edema uterino pode reduzir seriamente as chances de prenhes nas fémeas. E
por outro lado, Ball e Vo (2001) relatam que uma rapida remocdo de
crioprotetores permedveis pode resultar em menor choque hiposmético quando
diluidos em meios diluentes ou nos fluidos do trato reprodutivo das éguas,
podendo sugerir que a dilui¢cdo seriada do sémen descongelado pode acarretar
uma perda menor das células espermaéticas, levando a uma menor reagdo uterina

nas éguas inseminadas e a um provavel aumento nas taxas de concepgao.
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5 CONCLUSAO

Nas condicdes em que este experimento foi realizado, tendo em vista 0s
resultados obtidos, pdde-se concluir que: Reduzir o estresse osmético por meio
da diluicdo seriada do sémen pode incrementar a taxa de gestacdo em éguas
inseminadas em periodos maiores que 6 horas pré-ovulacdo; Insemina¢fes em
menor concentracdo espermatica e de crioprotetores sdo menos nocivas ao TR
da égua; O tempo decorrido desde a inseminagdo até a ovulagéo é determinante
no sucesso das inseminacgoes; A dilui¢do seriada do sémen congelado leva a uma

menor resposta inflamatoria uterina.
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