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RESUMO

CANISSO, Igor Frederico, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, Junho de
2008. Comportamento sexual, parametros seminais e fertili dade do
sémen congelado de jumentos ( Equus asinus ) da raca Péga.
Orientador: Giovanni Ribeiro de Carvalho. Co-orientadores: José
Domingos Guimarées e Ciro Alexandre Alves Torres.

Esta dissertacdo compreende quatro experimentos. Experimentol: Este
estudo descreve algumas caracteristicas do comportamento sexual de
jumentos quando uma égua em estro foi usada para a coleta de sémen. Foram
usados neste estudo seis jumentos (J: 1, 2, 3, 4, 5, 6) da raca Péga, com idade
variando de 3,5 a 16 anos e pesando de 230 a 330 kg. Os animais foram
previamente condicionados em um haras comercial de producdo de muares
localizado em Guaraciaba, Minas Gerais, Brasil. Para a colheita de sémen, as
éguas tiveram seu estro confirmado com o uso de um garanhdo. As coletas
foram realizadas com vagina artificial (modelo Botucatu), com agua aquecida a
51°C, pelo mesmo médico veterinario e preferencialmente distante de outros
asininos. As coletas foram realizadas em intervalos de 48 a 72 horas,
totalizando 180 coletas (17 a 40 coletas/reprodutor). Os parametros fisicos e
morfolégicos do sémen foram avaliados empregando-se um microscoépio optico
comum, e a fragéo gel e a fragao livre de gel foram mensuradas e avaliadas
separadamente. Os dados de comportamento sexual foram analisados com
uso do teste de Kruskal-Wallis (P <0.05), com o Programa de Andlises
Estatisticas e Genéticas SAEG 9,1 (UFV, 2007). Os parametros seminais
foram: motilidade total 84.2 + 6.0%, motilidade progressiva 74.5 £7.1%, vigor

3.9 £0.5, volume sémen 47.3+28.7mL e a fragdo gel de 71.7 £54.8 mL. A
XVii



fracdo gelatinosa esteve presente em 90 das 180 coletas, e para J1 39/40
(relagcéo total de coletas), porém J4 e J5 ndo apresentaram essa fracdo. As
caracteristicas do comportamento sexual foram: tempo de reacao
18.3 £ 17.6 minutos; tempo de monta 5.1 + 3.5 segundos; time de ejaculacéo
25.4 £ 7.7 segundos; numero de montas sem erecdo 1.1 +1.3 e numero de
resposta de Flehmen 7.4 £5.8. Os jumentos adultos (J1, J2, J3) apresentaram
menor tempo de reacdo em relagdo aos demais e menor nimero de montas
sem erecdo. Nao foram observadas diferencas significativas entre jumentos no
seu comportamento (P>0.05),porém foi observada diferencas entre grupos
quanto ao tempo de reagdo. Todas as coletas de sémen foram iniciadas com
investigacdo olfativa do genital externo das éguas. O tempo de ejaculacgéo,
resposta de Flehmen e montas sem erecao foram similares ao descrito em
monta natural usando jumentas. Entretanto, ndo foi observado comportamento
mastigatorio exibido por alguns reprodutores na presenca de jumentas. O uso
de égua em estro para coleta de sémen pode ser feito eficientemente sem
afetar significativamente o comportamento sexual. Experimento 2: Este
experimento foi conduzido com seis jumentos reprodutores da raca Péga, com
peso médio de 272 + 34,97 (231 — 326 kg), sendo subdivididos em adultos (J1,
J2 e J3, 16,14 e 15 respectivamente) e jovens (J4, J5 e J6, média 3,5 anos).
Os reprodutores apresentavam historico de fertilidade normal a monta natural,
e apos realizacdo de exame androlégico foram classificados como aptos a
reproducdo. Foram realizadas 180 coletas de sémen, tendo os reprodutores
apresentado parametros seminais considerados normais para a espécie. De
agosto/2006 a fevereiro/2007, cada reprodutor, apos a coleta de sémen, foi
submetido a trés ou quatro mensuracfes do aparelho genital externo para
comprimento testicular (CT - cranio caudal), altura testicular (AT — dorso
ventral), largura testicular (LT — médio lateral) e espessura do funiculo (FUN —
terco médio). Os dados de biometria testicular foram utilizados para o céalculo
do indice testicular (IT) e volume testicular (VT). O IT médio observado foi de
7,45 (5,94 a 9,64) e o VT esquerdo foi de 155,51 £ 14,45 mL, enquanto o
direito foi de 149,34 + 14,92. A medida de FUND (funiculo espermaético direito)
foi de 25,35 £ 3,38 mm (20,38 a 30,80 mm) e a de FUNE (funiculo espermatico
esquerdo) foi 24,61 £ 1,59 mm (22 a 26 mm). Jumentos, mesmo com IT menor
do que o proposto para garanhfes; se apresentaram mais eficientes que os

altimos, para a producao espermatica. O volume espermatico associado ao IT
Xviii



pode ser usado como objeto auxiliar na estimativa da constatacdo de
normalidade para testiculos de jumentos. A mensuracao in vivo do funiculo
espermético pode ser uma nova variante na utilizacdo do exame androldgico
de jumentos. Os dados descritos podem servir de valores de referéncia e
valores praticos quanto a biometria do aparelho genital externo de jumentos.
Experimento 3: Este experimento foi conduzido em um haras comercial de
producdo de muares. Utilizaram-se seis jumentos reprodutores agrupados em
adultos (16, 15, 14 anos) e jovens (3.5, 3.5, 3.5 anos), pesando 272 + 34,97
(231 — 326 kg), com objetivo de determinar os parametros seminais para a raca
Péga. Os animais foram submetidos a exame androlégico, sendo classificados
como aptos a reproducdo. Realizou-se 180 coletas de sémen (17 a 40/animal)
com o emprego de vagina artificial (modelo Botucatu). Os resultados para os
parametros fisicos e morfolégicos do sémen foram: volume sémen: 47,27 +
28,66 mL; volume da fracdo gel: 71,75 = 54,80 mL; motilidade total 84,22% =+
6,04; motilidade progressiva: 74,47 + 7,06%; vigor espermatico: 3,87 + 0,51;
concentracdo espermatica: 254,64 + 91,25 x10°/mL; espermatozéides totais:
10,3 + 4525, 26 x 10°; defeitos esperméticos maiores e menores: 7,97 + 3,02 %
e 6,80 £ 1,59%, respectivamente. Foram observados efeitos de classe sobre
0S parametros seminais, sendo que a presenca da fracdo gelatinosa foi
detectavel em 30% das coletas (54/180 coletas) e o volume gel foi influenciado
individualmente. Estes dados podem servir de referéncias para novos estudos.
Contudo, levantamentos de campo e novos estudos devem ser conduzidos
envolvendo maior numero de animais para que sejam construidos valores de
referéncia para a espécie. Experimento 4. Este delineamento compreende a
avaliacdo de uma metodologia de congelamento do sémen de jumentos, com o
emprego de uma curva de resfriamento prévio, e com uso de dois diluidores de
congelamento: meio diluidor de Martim et al. (1979) e meio diluidor de Nagase
& Niwa, (1964) modificado. Foram realizadas vinte e cinco coletas de sémen
com uso de vagina artificial de cinco reprodutores da raca Péga, pesando em
média 272 + 34,97 e com idades variando de 3,5 -17 anos. Foram realizados
avaliacoes do sémen fresco, resfriado e congelado nas diferentes fases da
criopreservacado do sémen analisando a morfologia espermatica, integridade de
membrana por coloracdo de eosina nigrosina e teste hiposmoético, além da
avaliacdo subjetiva dos parametros fisicos. Em adi¢éo, foi realizado teste de

fertilidade com sémen de trés reprodutores em 51 éguas (60 ciclos), sendo
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30ciclos/diluidor, com o objetivo de estudar alguns aspectos envolvidos na
criopreservacdo do sémen de jumentos da raca Péga. As taxas de gestacéo
aos 13, 25 e 35 dias foram: 53,33%, 43,66% e 16,6% Nagase & Niwa (1964)
modificado e 50%, 46,66% e 10% Martim et al. (1979). O teste hiposmatico se
mostrou adequado para indicar a populacdo de células que sobrevivem ao
congelamento, enquanto a coloragdo de eosina nigrosina se mostrou
inapropriada na presente metodologia. As taxas de gestagédo foram altas aos
13 e 25 dias pods-inseminagcdo, porém com elevadas taxas de perdas
embrionarias. Os diluidores tradicionalmente empregados para sémen de
touros e garanhdes podem ser empregados para a criopreservagcéo do sémen

de jumentos.
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ABSTRACT

CANISSO, Igor Frederico, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa,, June, 2008.
Sexual behavior, seminal parameters and fertility o f the semen
freeze from donkeys (Equus asinus) Péga breed.  Advisor: Giovanni
Ribeiro de Carvalho. Co-Advisors: José Domingos Guimaraes and Ciro
Alexandre Alves Torres.

This dissertation is compounded for four trials. Experiment 1: This paper
describes field results of some sexual behavior characteristics shown by
donkeys when using an estrous mare for semen collection. Six donkeys (J: 1, 2,
3, 4, 5, 6) (Péga breed), 3.5-16 year old and body weight from 230 to 330 kg.
The jacks were conditioned to breed mares in a stud farm of mule production in
Guacariaba, Minas Gerais, Brazil. For the semen collections, mares’ estrous
signs were confirmed by a teaser stallion. The collections were done with an
artificial vagina (Botucatu model), (water temperature 51 C) by the same
veterinarian and far from the other donkeys. The collection intervals were from
48 to 72 h totaling 180 collections (17 to 40 semen collection/breeder).The
physical and morphological seminal parameters and were evaluated using a
light microscope; gel fraction and semen volume were measured separated.
Behavior data were analyzed by Kruskal-Wallis test P <0.05 by Statistical
Analysis Systems-SAEG 9.1 (2007). The seminal parameters were: total
motility 84.2 +6.0%, progressive motility 74.5 +7.1%, vigor 3.9 £ 0.5, semen
volume 47.3 + 28.7 ml and gel fraction 71.7 £ 54.8 ml. Gel fraction was present
in 90/180 collections, in J1 39/40, but never in J4 and J5. The characteristics of
sexual behavior were: reaction time 18.3 £17.6 min, time to the mount

5.1 £3.5 s, time to ejaculation 25.4 £ 7.7 s, number of mounts without erection
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1.1 £1.3 and number of Flehmen responses 7.4 £5.8. The older jacks group
was the shorter was the reaction time and less mounts without erection. None
of the sexual behavior characteristics was significantly different among jacks
(P>0.05). All the collections started with sniffing of external genitalia. The
ejaculation time, Flehmen response, and mounting without erection were similar
to that described in natural breeding of jennies. However, no clapping mouth
response was observed in the donkeys, neither difference in the mount time
between jacks. In conclusion the used estrous mare was an efficient method of
semen collection in donkeys neither significant effects on the sexual behavior.
Experiment 2: The present study was performed with six jacks of the Péga
breed, weight from 231 to 326 kg (272 = 34, 97). The breeders were divided in
into the adult group (J1, J2 e J3, mean 15 years old) and a young group (J4, J5
e J6, mean 3,5 years old). The jacks presented records of normal rates of
fertility at natural mating. Afterwards breeding soundness evaluation was
performed and all animals ensure they were of capable for reproduction.
Hundred eighty semen collections were performed, and the jacks presented
normal seminal parameters for the specie. From August/2006 to
February/2007, after semen collection each jack was submitted to three or four
measurements of the extern genital tract (both right and left side) for: testis
length (TL — cranio caudal); testis height (TH — dorsal ventral); testis width (TW
lateral-lateral) and thickness of spermatic funiculum (FUN - third part). The
biometric data from testis biometric were used for calculation of testis indices
(T1) and testis volume (TV). The average of Tl observed was 7,45 (5,94 a
9,64) and TV 155,51 + 14,45 149,34 + 14,92 respectively left and right. The
mean of FUN were for the right 25,35 + 3,38 mm (20,38 a 30,80 mm) and
24,61 £ 1,59 mm (22 a 26 mm) for the left side. The jacks presented lesser Tl
than those proposed for stallions, but the asinine were more efficient than
average related to stallion for sperm production. The testis volume associated
with IT can be used in addition to the evaluation of the normality of the jacks
breeder’s testis. The measurement in vivo of spermatic funiculum can be used
with other new component for the breeding soundness evaluation of jacks. The
biometric values of the genital extern tract of this study it can support routine
breeding evaluation and be applied to news studies. Experiment 3: This study
was development in stud farm for mule and donkey production aiming to

establish normal values of seminal parameters of jacks Péga breed. Six jacks
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are used and arrangement in two groups adults (16, 15, 14 years old) an young
(3.5, 3.5, 3.5 years old) weighting 272 + 34,97 kg (231 — 326 kg). The animals
were submitted to breeding soundness evaluation and all were approved for
reproduction, beside that all animals present record of normal fertility. Were
performed 180 semen collections (17 to 40/ jacks) by use artificial vagina
Botucatu model. The values registered for physical seminal parameters and
sperm morphology were: semen volume 47,27 = 28,66 mL, gel fraction volume
71,75 = 54,80 mL, total motility 84,22% + 6,04, progressive motility 74,47 +
7,06%, spermatic vigor 3,87 + 0,51, sperm concentration 254,64 + 91,25
x10°/mL e, total sperm 10,3 + 4525, 26 x 10°, major spermatic defects and
minor defects were 7,97 + 3,02 % e 6,80 + 1,59% in order. Were observed
effect of class about seminal parameters, despite of the presence gel fraction
was measurable in 30% of semen collections (54/180 collections) and the
volume of gel fraction were influenced individually. This data may be used as
references values for new studies. However, fields records and new studies
involving greater number of breeders it should be done to establish real values
for the specie. Experiment 4. This study comprehend the evaluation of the
semen freezing methodology for jacks, with the application f the curve cooling
pre freezing, and the use of two semen dilutors: Martim et al. (1979) and
Nagase & Niwa (1964) modified. Twenty five semen collection were performed
of five jacks Péga breed; weighting 272 + 34,97 kg and with age vary from 3,5
years to 17 years. Evaluations were performed in raw semen, cooled, and
freezing semen in different phases of semen cryopreservation of the jacks Péga
breed. The analyses were: sperm morphology, membrane integrity by test
stress hyposmotic and supravital stain and also physical seminal parameters. In
addition, was realized fertility test in 51 mares (60 estrous cycles), 30 estrous
cycles/dilutor with the semen from three breeders. The pregnancy rates were
13, 25 and 35 days were: 53,33%, 43,66% e 16,6% for Nagase & Niwa (1964)
modified and 50%, 46,66% e 10% Martim et al. (1979).The hiposmotic test
showed suitable test for indication the sperm cells survivors to the
cryopreservation procedures, while the supravital stain was unsuitable for the
present methodology. The pregnancy rates were elevated between days 13"
and 25", but slight rates of embryo loss. The traditionally dilutors used for

semen bulls and stallions can be used for jacks semen cryopreservation.
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| - INTRODUCAO GERAL

A indastria equidea mundial exerce importante papel como fonte
geradora de renda e empregos. A equideocultura brasileira ocupa posicao de
destaque internacional ndo so6 pelo expressivo numero de animais e por ter a
segunda maior populacdo de equideos do mundo, como também pela
exceléncia de seu plantel (ALVARENGA, 2002).

Recente estudo estimativo sobre a industria equestre no Brasil
demonstrou que o rebanho efetivo é cerca de 7,5 milhdes de equinos e 1,2
milhdes de muares e jumentos. Este segmento agropecuario € responsavel
pela geracdo de 641.220 mil empregos diretos e 3,2 milhdes de empregos
indiretos, com uma movimentagé&o financeira estimada para o ano de 2006 de
7.5 bilhdes de reais (CNA, 2006).

Minas Gerais se destaca entre os demais estados brasileiros pela
tradicdo na criacdo de equideos e pelo maior numero efetivo de equideos do
Brasil, com cerca de um milh&do de animais no seu plantel. A topografia
acidentada de seu territério foi palco e cenario do surgimento e
desenvolvimento das principais racas de equideos do Brasil. Por suas
caracteristicas peculiares de relevo, propiciou condicdes demandadoras e
geradoras ao aparecimento de animais tipo sela, com caracteristicas muito
particulares, tais como, boa comodidade a montaria, e a0 mesmo tempo,
mansidao, para poder realizar de pequenos a grandes deslocamentos por entre

as montanhas e morros de seu territério.



Desta maneira, com esses preceitos, o estado foi o ber¢co das racas
eglideas nacionais: Mangalarga Marchador, Campolina, Piquira, Pampa e
Jumento Péga, sendo que todas estas ragas apresentam pontos em comum
como o andamento natural marchado, aliado a muita comodidade (TORRES &
JARDIM, 1992).

O jumento Péga € uma raga asinina genuinamente nacional, mais
especificamente mineira, que apresenta cerca de 200 anos de evolucdo e
selecdo. Sua origem ocorreu na regidao dos campos das Vertentes, estado de
Minas Gerais, na fazenda Curtume, no municipio de Entre Rios, com a criacao
e selecdo do padre Manoel Maria Torquato de Almeida, (que iniciou seu
trabalho em 1810), com cruzamentos entre as racas asininas: italiana e
egipcia. Em 1847, o padre transferiu sua criacdo para o Coronel Eduardo José
de Resende, fazenda Engenho Grande dos Cataguases, municipio de Lagoa
Dourada (NUNES, 2007).

O atual cenério da equideocultura nacional tem-se caracterizado por
uma revalorizacdo dos equideos, marcado pelo expressivo interesse por
grande parte da populacdo por eqiinos, asininos e muares. Ndo sendo
diferente com a raca Péga, jA que seus hibridos estdo tendo recordes de
precos em leildes, além do aparecimento de novos criadores, expressiva
participacdo em concursos de marcha e exposicdes de agropecuaria em
diversos estados do Brasil, ndo apenas em Minas Gerais, mas também,
Espirito Santo, Goias, Bahia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, e outros estados da
federacao.

Oficialmente, a Associacdo de Criadores de Jumento Péga conta com
cerca 1700 criadores filiados e cerca de 16000 animais registrados (NUNES,
2007).

Muitos resultados reportados na literatura evidenciam diferengas entre
as espeécies equina e asinina quanto aos protocolos de reproducédo
(TRIMECHE et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT et al., 2008). A
literatura é escassa nos aspectos que tangem a biologia reprodutiva de
asininos (MORAIS, 1990; COSTA, 1991, GASTAL, 1991, HENRY et al., 1998),
assim como em biotecnologia reprodutiva (OLIVEIRA, 2005; VIDAMENT et al.,
2008).



Na presenca de tais fatos, o atual cenario demanda que se conheca
mais 0s aspectos da biologia reprodutiva do jumento e que se possam dominar
procedimentos como a biotecnologia reprodutiva de asininos e suas inter-
relacbes com a espécie eqiina em possiveis acasalamentos. Além de avaliar
por meio de delineamentos experimentais a utilizacdo de protocolos utilizados
para outras espécies, principalmente a eqlina, e se pode ser realmente
extrapolada para os asininos. Novas metodologias devem ser desenvolvidas

para que sejam atendidas eficientemente as crescentes demandas na espécie.

Os objetivos deste estudo foram avaliar a biometria testicular;
parametros espermaticos; comportamento sexual a coleta de sémen com
vagina artificial, por coletas frequentes, utilizando éguas em estro como
manequim; congelamento de sémen empregando uma curva de resfriamento
até 5°C com taxa de média de - 0,5°C/min, e dois diluidores a base de lactose-
gema-orvus-es-paste e glicerol. Optou-se por este modelo de apresentacao de
corpo da dissertacdo na forma de capitulos.



CAPITULO |

CARACTERISTICAS DO COMPORTAMENTO SEXUAL DE
JUMENTOS DA RACA PEGA EM COLETA DE SEMEN COM USO
DE EGUA EM ESTRO



1. INTRODUCAO

Asininos sao criados em varios paises do mundo, sendo que em alguns
paises, como o Brasil, Cuba, Estados Unidos, México e Argentina sao
particularmente criados para servirem como doadores de sémen para a
producdo de muares. Muares sdo animais bastante valorizados em areas
rurais, pois sdo animais dotados de grande resisténcia e forca fisica, ideais
para atividades como a de lida com gado de corte em grandes fazendas no
Brasil central e também na agricultura, como animal de transporte de cargas e

tracéo.

O jumento Péga é uma raca asinina brasileira de grande porte,
particularmente valorizada para a producédo de muares em diversos estados da
federagdo. Essa raca vem sendo selecionada e melhorada ha cerca de
duzentos anos. Tradicionalmente criadores obtém melhores precos quando o

reprodutor € condicionado a cobertura de éguas.

Entretanto, a cobertura de éguas para o jumento ndo é um fato natural,
baseado nas diferencas de comportamento entre as espécies (CLAYTON et al.,
1980; HENRY et al., 1987; GINTHER, 1992; TAYLOR & MATHEWS, 1998;
McDONNELL, 2000); assim, para a cobertura de éguas o jumento deve ser
condicionado (NISHIKAWA, 1959; KREUCHAUF, 1984; LODI et al., 1995).

A fémea asinina desempenha um papel mais ativo na monta natural e no
cortejo se comparado com a égua (CLAYTON et al., 1980; HENRY et al., 1991;
McDONNELL, 2000). Como manifestacdo normal do comportamento sexual

jumentas em estro procuram o jumento, apresentam vocalizagcdo, demonstram
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intenso comportamento sexual (heterossexual e homossexual; como montas
em fémeas e no macho) e se organizam em um grupo sexualmente ativo
semelhante ao descrito para vacas em estros (HENRY et al., 1991; HENRY et
al., 1998; MCDONNELL, 1998).

Desta forma, esta diferenca de comportamento sexual menos intenso de
éguas e as diferengcas no comportamento sexual normal pode explicar o menor
interesse demonstrado por jumentos para com as éguas e de éguas para com
os jumentos (LODI et al., 1995; MCDONNELL, 1998).

Adicionalmente, asininos e equinos se organizam diferentemente no
sistema sociais, em particular asininos domeésticos (HENRY et al., 1991), além
de algumas espécies selvagens sao reprodutores territoriais (KLINGEL, 1998).
Temos também asininos domeésticos que demonstram 0 mesmo
comportamento com éguas em sistema de monta natural livre em pastagens
(LODI et al., 1995; HENRY et al., 1998), enquanto garanhdes sdo machos
formadores de harém e néo territorialista (MCDNNELL, 1986; FREITAS et al.,
2006).

A biologia reprodutiva de asininos tem sido alvo de varios estudos
incluindo o comportamento sexual, fisiologia do ciclo estral, parametros
seminais e comportamento maternal (CLAYTON et al., 1980; GINTHER et al.,
1983; HENRY et al., 1987; MORAIS et al., 1993; COSTA, 1991; HENRY et al.,
1991; GASTAL et al., 1997; HENRY et al., 1998; MCDONNELL, 1998).

Estudos em comportamento sexual de jumentos tém sido focados em
cortejo, monta natural em pastagens, colheita de sémen e estratégias de monta
(COSTA, 1991; MORAIS et al., 1993; HENRY et al., 1991; GASTAL et al.,
1997; HENRY et al., 1998; MCDONNELL, 1998). Poucos estudos tém sido
conduzidos com colheita de sémen de jumentos (HENRY et al., 1987; MORAIS
et al., 1993; GASTAL et al., 1997).

Sabe-se que a fémea exerce importante papel na estimulacdo masculina
durante a interacdo sexual (HENRY et al., 1998), tanto para garanhdes quanto
para jumentos em coleta de sémen (MORAIS et al., 1993; NOUE et al., 2001) e
para o uso de éguas jumentos devem ser condicionados (MORAIS et al., 1993;
HENRY et al., 1998).



A colheita de sémen em garanhdes submetidos a condi¢cdes de manejo
intensivo em haras ou centrais de reproducdo (NOUE et al., 2001), bem como
para jumentos ndo é um fato natural, mas sim algo artificial e muitas vezes anti-
natural imposto pelo homem (MORAIS et al., 1993), principalmente se

comparado com o comportamento sexual natural.

Tradicionalmente, jumentas sdo usadas para a coleta de sémen,
(GASTAL et al., 1996; 1997) embora relatos sugiram o uso de macho castrado
ou éguas como manequim possam ser usadas (NISHIKAWA, 1959;
KREUCHAUF, 1984; MORAIS et al., 1994).

Poucos estudos tém sido conduzidos empregando éguas e jumentas
(COSTA, 1990; MORAIS et al., 1993), porém, nenhum estudo se preocupa em

utilizar somente éguas para a coleta de sémen.

Historicamente, 0s jumentos sdo considerados reprodutores que
apresentam longos tempos de reacgdo, dificeis de serem manejados em
condicbes intensivas (MORAIS et al., 1993; GASTAL et al., 1996; HENRY et
al., 1998; TAYLOR & MATHEWS, 1998; MCDONNELL, 1998, 2000; TIBARY,
2007).

Diversos estudos e praticas de manejo tém sido sugeridos para
contornar tais dificuldades de manejo. Uma das premissas é reconhecer as
diferencas de comportamento sexual entre garanhdes e jumentos, ou seja, 0S

mesmos ndo podem ser manejados da mesma maneira.

Uma das estratégias empregadas consiste em manter, antes da coleta, o
jumento distante da égua ou jumenta (permitir monta sem erecdo, com a
permissdo de rufiacdo primeiro; manutencdo de dois piquetes adjacentes,
sendo que um piquete se mantém um grupo de jumentas e em outro duas ou
mais jumentas em estro, onde as mesmas Se organizardo em um grupo
sexualmente ativo o que estimulara a manifestacdo do comportamento sexual

do jumento).

Como também, ap6s o desmame criar 0 jumento, futuro-reprodutor, com
uma potra e manté-lo distante de jumentas, ndo permitindo a cobertura de
jumentas no inicio da vida reprodutiva, podendo o mesmo ser empregado na
producdo de muares por monta natural (GASTAL et al., 1996; HENRY et al.,
1998; MCDONNELL, 1998; 2000).



No entanto, em diversos haras de producdo de muares, ndo se
encontram disponiveis jumentas para coleta de sémen, assim, nestes locais,

éguas devem ser utilizadas para a coleta de sémen.

Desta forma, ndo se encontra na literatura estudos detalhados
envolvendo éguas exclusivamente para a colheita de sémen nesta especifica
situacao.

Portanto, se tem como objetivos neste estudo: a) descrever as
caracteristicas do comportamento sexual demonstrado por jumentos durante a
colheita de sémen quando uma égua em estro é usada na coleta de sémen; b)
avaliacdo dos parametros seminais para colheitas sobre essas condic¢des; c)

avaliar se é possivel o uso de éguas para a colheita de sémen em jumentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

O sistema de acasalamento de uma populacdo é definido pelo tipo de
organizacdo social que ela exibe, sendo que o0s equideos domeésticos e
selvagens apresentam dois tipos bem caracterizados, o sistema territorial e 0
nao territorial (LODI, 1993).

O jumento doméstico (Equus asinus) € um macho que permanece em
uma area restrita do ambiente que ele definiu como territério, uma vez que
somente deixard esta area em caso de falta de dgua e alimento (HENRY et al.,
1998).

O local escolhido geralmente apresenta sombra, além de boa
disponibilidade de agua e pastagens. Deste modo, as jumentas, que Ssao
animais errantes (migratérios), sdo atraidas para este territorio (HENRY et al.,
1991; 1998; MCDONNELL, 1998). As jumentas em estro que estejam de
passagem pelo territdrio seréo cortejadas e cobertas neste local pelo jumento,
contudo, sem serem arrebanhadas e assim podendo permanecer neste local
durante todo o periodo de estro (HENRY et al, 1991; LODI, 1993;
McDONNELL, 1998).

O asinino defende seu territério ferozmente contra invasores,
principalmente quando se trata de outros jumentos, e geralmente ndo permite
que outros machos se aproximem. Contudo, em algumas situacfes, um
jumento permite a entrada de outro jumento em seu territorio e este, por sua
vez, se comportara como subordinado sendo que em algumas ocasides podera

até efetuar coberturas apds o macho dominante (HENRY et al., 1998;
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McDONNELL,1998). Esse jumento vassalo ainda pode auxiliar na defesa do

territrio contra a invasdo de outros machos (MCDONNELL, 1998).

O cortejo sexual de jumentos com fémeas da mesma espécie inicia-se
com uma intensa interacdo macho-fémea. Ocorre vocalizacdo, olfacdo naso-
nasal e de parte do corpo, tendo maior frequiéncia na regiao perineal, mordidas
na regido do pescoco, joelhos e wvulva, e normalmente cursando com
manifestacéo da resposta de Flehmen que culmina com a monta sem erecéo
com duracao de 10 a 30 segundos (HENRY et al., 1991; HENRY, 1991).

Outras observacdes frequentes séo: atos de retirada em fuga rapida e
lenta, seguido de pastejo, em que o jumento permanece a distancia com
pastoreio leve e com aparente desinteresse pela fémea, vocalizacao, erecéo
parcial do pénis, movimentos masturbatérios, para somente, entdo, entrar e
sustentar erecao e assim efetuar a monta (HENRY et al., 1998; MCDONNELL,
1998).

Para a realizacdo da cobertura de éguas o0 jumento deve ser
condicionado (NISHIKWA, 1959; KREUCHAUF, 1984). Um método utilizado
para esta adaptacdo é a criagdo do jumento selecionado como futuro-
reprodutor juntamente com uma potra e distante de jumentas apds o desmame,

como ja mencionado.

Esta pratica, aliada a cobertura de éguas, no inicio da vida reprodutiva,
permite o condicionamento do jumento e quando o mesmo estiver maduro o
suficiente e acostumado a cobrir éguas, pode ser recondicionado para a
cobertura de jumentas, encerrando sua vida reprodutiva em manejo de monta
natural com fémeas das duas espécies (HENRY et al., 1998; TAYLOR &
MATTEWS, 1998).

Este fato se deve a algumas diferencas béasicas entre jumentos e
garanhfes, em que o primeiro € classificado como macho territorialista e ndo
formador de harém; enquanto o segundo como nao territorialista e formador de
haréns (HENRY et al., 1991; MCDONNELL, 1986; 2000). Deste modo, o
jumento ndo forma haréns e, preferencialmente, realiza acasalamento em
jumentas (HENRY et al., 1991; MCDONNELL, 1998) e éguas (LODI et al.,

1995) dentro dos limites de seu territorio.
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BEACH (1976) classificou e agrupou as respostas comportamentais das
fémeas domésticas em estro em trés categorias: atratividade, proceptividade e
receptividade. De acordo com HENRY et al. (1998) a fémea desempenha papel
relevante no comportamento sexual masculino e sdo notorias as diferencas do
comportamento estral de éguas e jumentas (GINTHER, 1992; CROWELL-
DAVIS, 2007). Estas ultimas exibem uma expressao facial caracteristica com
constantes movimentos mastigatérios, abaixamento e extensdo do pescoco e
orelhas voltadas para trds e caidas (CLAYTON et al.,, 1981; HENRY et al.,
1987), o que provavelmente seja mais atrativo para o jumento (HENRY et al.,
1991; MCDONNELL, 1998).

Eguas em estro s&o atrativas para 0os jumentos, mas ndo tanto quanto
jumentas em estro. Além disso, sdo menos proceptivas e receptivas aos
jumentos conforme demonstrado por LODI et al. (1995). Talvez esses sejam 0s
pontos principais envolvendo o cruzamento das duas espécies que explicam os
fendbmenos comportamentais (HENRY et al., 1998; MCDONNELL, 1998).

LODI et al. (1995) avaliando a resposta comportamental de cortejo e
monta de jumentos em éguas sob condicdes de pastagens, observaram
comportamento semelhante do jumento em relagdo a éguas, ao previamente
descrito em jumentas por HENRY et al. (1991), porém com intervalos e
manifestacbes de cortejo mais curtos e discretos com a fémea de espécie

diferente.

Existem grandes diferencas na manifestacdo de receptividade sexual de
éguas e jumentas e talvez esta seja a responsavel por alguns insucessos
obtidos no acasalamento e coletas de sémen com éguas como manequim
(MORAIS et al.,, 1993, TIBARY, 2007), destacando os longos periodos de
reagcdo observados quando uma eégua € utilizada como manequim
(MCDONNELL, 1998; TAYLOR & MATHWES, 1998; TIBARY, 2007).

Em sistema de monta natural, sob condicdes de pastagens entre as
espécies LODI et al. (1995) demonstraram que o jumento foi capaz de
identificar éguas em estro nesta condi¢cdo. No entanto, somente 31 a 41% das
éguas em estro confirmadas com rufiagdo com um garanhdo exibiram sinais
comportamentais de estro ao jumento e, de acordo com a classificacdo de

BEACH (1976), as éguas em estro se mostraram menos proceptivas e atrativas
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para 0 jumento, pois o0s episddios de cortejo foram mais curtos e menos

intensos.

Por estas razdes, o melhor manequim que pode ser utilizado para a
coleta de sémen de jumentos seria a jumenta em estro, porém éguas e machos
castrados também podem ser utilizados para essa finalidade (KREUCHAUF,
1984; MORAIS et al., 1993).

Diversos estudos foram desenvolvidos envolvendo a coleta de sémen
em jumentos (NISHIKAWA, 1959; HENRY et al.,, 1987; MORAIS, 1990;
COSTA, 1991; GASTAL, 1991; GERBERS, 1995). Contudo, na maioria destas
pesquisas se tem utilizado jumentas como manequim de coleta ou usado
éguas e jumentas sem distingdo entre as fémeas nas avalia¢cdes. Poucos foram
0s estudos sobre coleta de sémen em jumentos utilizando apenas éguas,
apesar de existirem inUmeras citacdes na literatura do uso de éguas, machos
castrados e poneis, porém sempre sem a devida distingdo (NISHIKAWA, 1959;
KREUCHAUF, 1984, MORAIS, 1990; GASTAL; 1991).

A coleta de sémen de jumentos com uso de éguas se faz necessaria em
muitos haras nas condicfes nacionais, uma vez que apenas fémeas da espécie
equina estao disponiveis em algumas situacdes. O tempo de reagdo € dado
pelo periodo da exposi¢do inicial do jumento a uma fémea em estro (SILVA
FILHO et al., 1999). Sendo observado em jumentos de varias racas,
independente do tipo de manequim empregado, longos tempos de reacdo
guando comparado com o garanhdo e, segundo 0s autores, variam em média
de 10 a 50 minutos (NISHIKAWA, 1959; KREUCHAUF, 1984; HENRY et al.,
1987; MORAIS, 1990, GASTAL, 1991, COSTA, 1991; GERBERS, 1995;
TIBARY, 2007).

HENRY (1991) trabalhando com dois jumentos da raga Nordestina, sob
condicdes de monta controlada em jumentas, registrou o tempo médio de
reacdo de 11,6 £8,9e 20,3+15,4e de 11,3+9,3 a 21,1 + 22,9 minutos para o
primeiro e segundo ejaculados dos dois reprodutores, respectivamente.
Enquanto que em condi¢bes de monta a campo, trabalhando com os mesmos
dois animais, os tempos de reacdo foram 39,9 + 30,4 e 25,9 + 17,8 minutos,

respectivamente.
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Quanto ao tempo de ejaculacdo, NISHIKAWA (1959) registrou valores
de 6 a 25 segundos para asininos. Nao ha na literatura muitos estudos em
asininos envolvendo a avaliacdo do tempo de monta, como em garanhdes
(SILVA FILHO et al., 1999).

A importancia do tempo de monta em garanhdes foi demonstrada pela
alta correlacdo com volume de gel no ejaculado, que é uma caracteristica
altamente indesejavel na manipulagdo do ejaculado (DAVIES-MOREL, 1999).
Na maioria dos estudos, os autores utilizaram um tempo, denominado de
tempo de servigco, como sendo o tempo decorrido da exposi¢cado do jumento ao

manequim até a completa ejaculacédo (GASTAL, et al., 1996).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

O comportamento sexual de seis jumentos da raga Péga foi estudado de
agosto de 2006 a fevereiro de 2007. O estudo foi conduzido em um haras
privado de producdo comercial de muares e asininos localizado no municipio
de Guaraciaba, Minas Gerais, Brasil (20°45'20"|atitude sul e 42°52’40"|este).

No inicio do estudo, os jumentos apresentavam idade média de 3,5 a 16
anos, pesando de 230 a 330 Kg. Os reprodutores foram alocados em dois
grupos: adultos (J1: 16 anos, J2: 15 anos, J3: 14 anos) e jovens (J4, J5 e J6,
todos animais no grupo apresentavam idade média de 3,5 anos). Todos os
reprodutores apresentavam historico de normal desempenho a monta natural

em éguas por uma ou mais estacdes reprodutivas.

Antes de se comecar a pesquisa, 0s jumentos foram submetidos a um
completo exame androlégico de acordo com as recomendactes de KENNEY et
al. (1983) para o exame androlégico de garanhdes, e todos foram considerados

aprovados para uso na reproducao.

Os animais, anteriormente, foram adaptados aos procedimentos de
coleta de sémen, e tiveram suas reservas espermaticas extra-gonadais
esgotadas e estabilizadas através de coletas de sémen ou monta natural em

éguas diariamente por sete dias consecutivos.

Os jumentos foram mantidos sobre iluminacdo natural em baias de
alvenaria, individualmente, com livre acesso a agua, sal mineralizado e feno

(Cynodon dactylon cv Tifyon) ad libitum. Em adicdo foi oferecido 20 kg de
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capim fresco picado (Pennisetum purpureum cv Elefante) dividido em dois
tratos diarios (9:00/15:00 horas). Os jumentos foram soltos em piquete
gramado ou pista de areia por 2 a 3 horas/dia. Durante as fases pre-
experimental e experimental os jumentos mantiveram contato auditivo e visual

com éguas, estas mantidas 200 a 500 metros, ndo tendo contato fisico.

3.2. Colheita de sémen

Para a colheita de sémen foram usadas éguas em estro confirmadas
com uso de um garanhdo, e somente éguas com boa aceitacdo ao jumento
foram empregadas como manequim. Como caracteriza¢ao de boa aceitacdo, a
égua nao deveria rejeitar as investidas do jumento na rufiacdo ou montas, ndo
dar, ou tentar dar coices bem como se mexer incessantemente. Caso uma
égua apresentasse algum destes sinais, seria substituida por outra com

caracteristicas mais favoraveis ao procedimento.

As colheitas de sémen foram feitas distantes de outros jumentos, com
uso de vagina artificial (modelo Botucatu), com agua aquecida a 51°C, a
intervalos de 48 a 72 horas, totalizando 180 coletas (17 a 40 coletas por
jumento).

As coletas foram realizadas sempre por um mesmo meédico veterinario,
de acordo com a demanda de sémen dos jumentos no haras. Durante o estudo
nao foram permitidas atitudes de fugas pelos jumentos apesar de ser uma
caracteristica normal do comportamento sexual desta espécie (HENRY et al.,
1991), uma vez que em condi¢des intensivas poderia dificultar o manejo e

provocar acidentes.

3.3. Avaliacdo do comportamento sexual

Para avaliacdo dos parametros de comportamento, dois assistentes
foram posicionados distantes cerca de trés metros da égua, sendo um do lado
direito tomando nota das respostas comportamentais do jumento e outro do
lado esquerdo, para o controle do cabresto e afrouxamento da corda quando o
jumento em coleta demonstrou interesse em montar na égua (com/sem erecao)

para a realizacédo da colheita do sémen.
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Os seguintes parametros foram tabulados: i) Resposta de Flehmen
(FLH): nimero de resposta de Flehmen manifestado na presenca de uma égua
em estro em cada episodio de coleta; ii) Monta sem ere¢do (MSE): nUmero de
montas sem erecao (sem erecdo total) - durante a colheita de sémen quando o
jumento demonstrou intencdo de montar na égua o cabresto foi liberado pelo
assistente do lado esquerdo, e a seguir a monta foi permitida; iii) Tempo de
Reacdo (TR): tempo em minutos da exposi¢ao inicial do jumento a égua até a
completa erecdo (seguida por monta ejaculatéria); iv) Tempo de monta (MT):
tempo em segundos entre a erecdo completa e o inicio da coleta com a
introdugcéo do pénis na vagina artificial, caso o jumento n&o saltasse sobre a
égua apos atingir a erecao total, este tempo foi adicionado ao tempo de reacéo
e sendo assim contabilizado; v) Tempo de ejaculacdo: tempo em segundos da
introducé@o do pénis na vagina artificial até o final da coleta com a retirada da
vagina; vi) Observacdes clinicas gerais: observacdes do cortejo e atitudes
gerais sao descritas.

O tempo maximo permitido para cada jumento realizar um servico
completo foi de 90 minutos. Caso o jumento ndo tenha realizado o servico
completo neste periodo, o mesmo foi retornado para a sua respectiva baia, e a
seguir nova tentativa foi realizada uma hora depois e se nessa nova tentativa

nao fosse obtido sucesso, nova tentativa foi realizada no dia seguinte.

3.4. Avaliagcéo do sémen

Imediatamente apos a colheita do sémen, o mesmo foi filtrado e a fracéao
gelatinosa removida e mensurada. A seguir, os parametros fisicos seminais
foram avaliados com uso de um microscopio Optico comum com estagio

aquecido a 37°C.

Os parametros seminais foram avaliados de acordo com KENNEY et al.
(1983), que sdo: motilidade total (0 -100%); motilidade progressiva (0 -100%);
vigor espermatico (1 -5); concentracdo espermatica (x10° espermatozéides/mL)
e espermatozéides totais ejaculados (x 10%). Os parametros de motilidade e

vigor foram estimados visualmente, em sete campos contados.

Uma amostra (10 pl) de cada coleta de sémen foi adicionado a 1 mL de
solugdo de formol salino tamponada de HANCOCK (1957) aquecida a 37°C,
17



para avaliacdo da morfologia espermatica. Posteriormente, realizou-se a
avaliagdo da morfologia espermatica em aumento de 1000 vezes sobre
imersdo, onde 200 células foram contadas e os defeitos espermaticos
arranjados em defeitos maiores e menores de acordo com BLOM (1973). A
concentracdo espermatica foi avaliada por método hematocimétrico com uso

da camera de Neubauer.

3.5. Andlises Estatisticas

Os resultados das caracteristicas de comportamento sexual e
parametros seminais sdo apresentados em média * desvio padrdo, para
jumentos adultos e para jovens, e média geral.

Para as analises estatisticas empregou-se o0 programa estatistico SAEG
9,1 (Sistema de Analises Genéticas e Estatistica — UFV) (SAEG-UFV, 2007).
Foram efetuados calculos da média aritmética, desvio padrao e coeficiente de
variacdo dos resultados obtidos para cada variavel avaliada, por reprodutor e
para o grupo experimental. Correlacdes simples e de Pearson foram realizadas
entre todas as variaveis estudadas. Para as variaveis qualitativas, efetuou-se
os testes de Lillinfors e Cochan e Bartllet para verificar a normalidade dos
dados e homogeneidade das variancias dos grupos, respectivamente.

Aqueles dados que ndo atenderam a premissa da ANOVA, foram
submetidos a andlise ndo paramétrica e as médias comparadas pelos testes
de KrussKall Wallis ou Wilcox com probabilidade de erro de 5%.As variaveis
que atenderam a pelo menos uma premissa, foram submetidos a analise de
variancia por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de

probabilidade de erro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios e os desvios padrdo para algumas caracteristicas do
comportamento sexual da coleta de sémen de seis jumentos estédo

representados, nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Parametros fisicos do sémen de jumentos da raca Péga

Parametros Valores

Volume sémen (mL) 47,27ml + 28,66
Volume gel (mL) 71,75ml + 54,80
Motilidade total (%) 84,22% + 6,04
Motilidade progressiva (%) 74,47% + 7,06
Vigor espermatico (1-5) 3,87+0,51
Concentracao (espermatozoides/mL) 253 x 10°

Total de espermatozéides ejaculados 8, 9x 10°

As observacdes clinicas gerais incluem rolamento no solo. Nao sendo
observadas atitudes mastigatorias, investigacdo olfativa da regido perineal da
€égua, solo e secrecdes Utero-vaginas.

Os parametros fisicos seminais foram: motilidade total 84,22% + 6,04,
motilidade progressiva 74,47% * 7,06, vigor espermatico 3,87 + 0,51, volume
sémen livre de gel 47,27mL + 28,66, volume gel 71,75mL + 54,80,
concentracdo espermatica 253 x 10° espermatozéides/mL, espermatozéides
totais ejaculado 8, 9 x 10°, defeitos espermaticos maiores e defeitos
esperméaticos menores . A fragdo gelatinosa se fez presente em 90/180 coletas,

J1 39/40, mas nao D4 e D5 em nenhuma coleta.
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Tabela 2: Média e desvio padrdo de algumas caracteristicas do comportamento

sexual de jumentos em colheita de sémen com uso de éguas em estro*

Jumento Tempo de Tempo de Tempo de Numero NUmero
Reacéo Monta ejaculacao Monta sem Resposta de
(minutos) (segundos) (segundos) erecao Flehmen

Ji 11.69+10,01% 6.05+4.48° 35.95+8.5° 0.45+0.81*°  9,25+5 162

J2 7,5148,77% 4.05+1.78%  27.8245.47%  1.0+0.61%° 6,14+1,91%

J3 14,73+11,38%°  3.92+1.3"° 20.47+2.61°%  0.7240.59°"  3,73+4,52°%

Adultos 12,21 + 62,82 4,82 +3,23 28,14+9,33 1,25+0,48 7,02+2,01

4 18,32+11,46°°0  6.39+4.81°0  21.28+2.407°  0.89+1.13°%  10,32¢6,42°0

J5 21,54+24,26°°"  5.42+4.32%°° 22 .3043.06"°™  2.42+1.92°°%" 9 09+6,78"°°%"

J6 35,64+22,44°" 43741 37%°%  22.82+3.51)°°™ 1.58+1.11"™  4,89+4 58"

Jovens 25,38 +21,30 5,38 + 3,84 22,15+2,93 2,16+1, 40 8,19 + 3,04

Total 18,28+17,65 5.08+3.52 25.38+7.72 1.1+1.26 7,4145,79

*Médias e Desvio Padrédo seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem
entre si (P<0,05) para o Teste de Kruskal-Wallis. TR: tempo de reacdo, TM: tempo de monta,

TE: Tempo de ejaculacdo, MSE: monta sem erecao, FHL: Resposta de Flehmen.

A resposta de Flehmen é caracterizada pela elevacéo do labio superior e
da cabeca, aprisionamento do ar, a seguir caracterizado pela sustentacao da
elevacdo do labio superior acompanhado por uma respiragdo profunda com
extensdo do pescoco (WEEKS et al., 2002).

A resposta de Flehmen €& um comportamento comum a diversas
espécies unguladas (WEEKS et al., 2002). Em animais domésticos, é descrito
para garanhdes no monitoramento do estagio
(STANLBAUM & HOUPT, 1989). Esse comportamento também é descrito em
jumentas e jumentos em pastagens (HENRY et al.,, 1991) e no cortejo por

reprodutivo de éguas

jumentos a monta natural com uso de éguas (LODI et al., 1995).

Este comportamento tem sido descrito em jumentos na coleta de sémen
usando jumentas e éguas como manequim (MORAIS et al., 1993; GASTAL et
al.,, 1996). Em experimento com garanhdes domésticos STAHLBAUM &

HOUPT (1989) observaram que a mais comum manifestacdo da resposta de
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Flehmen foi precedida por uma investigacdo nasal. No presente estudo a
resposta de Flehmen foi manifestada por jumentos apds cheirarem a regido
perineal das éguas, bem como secrecdes do genital no solo e fezes da égua.

O numero de resposta de Flehmen no presente estudo foi similar ao
estudo conduzido por GASTAL et al. (1996) com o uso de jumentas para a
coleta de sémen, assim como aos valores reportados por HENRY et al., (1991)

em condi¢des de pastagem em monta natural com fémeas da mesma espécie.

O tempo de monta, ndo tem sido investigado por outros estudos
envolvendo jumentos, apenas para garanhdes, SILVA FILHO et al. (1999)
reportaram o tempo de monta de 7 segundos em éguas e 5 segundos quando

0 manequim foi usado.

A avaliacdo do tempo de monta se faz necessario para avaliar o quanto
0 jumento esta confortavel e confiante para saltar no manequim, observa-se em
certos jumentos que foram atingidos com um coice momentos antes da coleta
apos atingirem erecdo, ndo saltarem sobre a fémea ou mesmo atrasarem para

isto, e assim manifestado por longos tempos de reacéo.

Observou-se neste trabalho que o tempo de monta foi curto tanto para
adultos como para jovens, demonstrando que 0s asininos estavam confiantes
para saltar na égua. Para garanhfes esta caracteristica foi reportada a
apresentar correlacdo positiva com volume gel no ejaculado (SILVA FILHO et
al., 1999). Neste, a correlagéo entre tempo de monta e volume gel foi baixa e

ndo significativa (r’= 0,14).

A monta sem erecdo é largamente aplicada na industria bovina de
inseminacao artificial, baseado no estudo conduzido por ALQUIMIST (1973),
uma vez que esse autor demonstrou que o numero de espermatozoides no
ejaculado pode aumentar com uso da monta sem erecao; provavelmente, por
ocorrer a emissao espermatica, e estes espermatozoides serem armazenados
por curto periodo de tempo na ampola esperando a segunda emissao e a
seguir a ejaculacao.

Entretanto, a monta sem erecdo € um elemento pré-copulatério normal
para equideos, que se faz presente como parte de uma sequéncia de
interagcdes macho-fémea (HENRY et al., 1991; MORAIS et al., 1993; LODI et
al., 1995; MCDONNELL, 1998; 2000). Além do mais, para alguns jovens
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garanhdes a monta sem erecdo pode acelerar a execucdo do servico
(MCDONNELL, 2000). Este trabalho observou que a monta sem erecéo foi
essencial para a colheita de sémen, contudo, em condi¢des intensivas, esse
comportamento tem sido punido em garanhdes, isto pode ser responsavel pela
reducdo do interesse de alguns deles (NOUE et al., 2001) e até mesmo para
asininos.

Foi percebido que os jumentos foram realizaram monta sem erecéao,
numa tentativa de providenciar condicbes mais proximas ao comportamento
natural com jumentas (HENRY et al., 1991; GASTAL et al., 1996).

A monta sem ere¢do € considerada uma caracteristica normal do
comportamento de equideo (HENRY et al, 1998; KLINGEL, 1998;
MCDONNELL, 2000). E observado em asininos selvagens e domésticos
(HENRY et al., 1991; KLINGEL, 1998), bem como em equinos (MCDONNELL,
2000). Este comportamento também tem sido reportado em colheita de sémen
por outros autores (GASTAL et al., 1996; MORAIS et al., 1993).

Percebeu-se que a monta sem erecdo foi permitida por ser um
comportamento normal, foram observadas diferencas entre jovens e adultos,
em que os jovens realizaram o dobro de monta sem ere¢do em relagdo as
jovens (1,12 versus 2,2). E preciso considerar que em algumas coletas de
sémen a realizacdo da monta sem erecéao foi essencial para a posterior erecéo
completa e na seqiiéncia a coleta.

HENRY et al. (1991) em experimento conduzido com dois asininos em
sistema de monta natural em pastagem, encontraram diferencas para o
jumento adulto (12 anos) e o jovem (3,5 anos). Com isso, os achados destes
autores suportam o presente estudo, porque naturalmente, animais adultos sé&o
mais eficientes no nimero de monta ejaculatéria em relagdo a machos jovens.

Em estudo conduzido com garanhdes da raca Crioulo em pastagens
sob condicbes de monta natural, o garanh&o jovem apresentou maior namero
de montas sem ejaculacdo em relacdo a outros dois garanhdes do referido
estudo nas mesmas condicdes (FREITAS et al., 2006).

Para as andlises feitas entre grupos adultos e jovens, o tempo de reacéo
para adultos foi de 12,21+ 62,82 minutos, enquanto que para os jovens a média
foi de 25,16 = 21,30 minutos; observou-se diferencas entre os grupos (P <
0,05).
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O grupo dos jumentos jovens estava iniciando a sua segunda estacéo
reprodutiva, 0os mesmos tinham servido na estagdo reprodutiva anterior
2006/2007. As diferencas de tempo de reacdo para os dois grupos podem ser
explicadas pelo pouca idade do grupo de jovens. GEBERS (1995) reportou
diferencas nos TR entre grupo de jumentos jovens e adultos. Entretanto, os
valores registrados foram inferiores ao longo tempo de reacgéo informado pelo
autor para jovens (41 minutos), apesar de semelhantes tempos serem
registrados em ambos 0s estudos para animais adultos.

Provavelmente, os longos tempos de reacdo relatados para jovens por
GEBERS (1995) possam ser justificaveis pelo fato de ser a primeira estacédo de
monta dos animais, e por iSSoO 0 autor mencionar que 0s animais foram
condicionados a coleta de sémen em periodo anterior ao inicio do estudo.

O tempo de reacao observado na presente pesquisa foi similar a outros
estudos envolvendo jumentas em coleta como manequim (GASTAL et al.,
1996; HENRY et al., 1998).

COSTA (1991) conduziu um estudo de campo envolvendo o
comportamento sexual de 83 machos da raca Péga. Neste, apenas uma coleta
de sémen foi realizada para jumentos de diferentes idades e estadio
reprodutivo. O autor ainda relata o uso de éguas, porém nao reporta proporgao
de jovens e adultos, relata que o tempo de reacado variou de um até quarenta e
cinco minutos, com média de 10 minutos para a realizacdo da colheita de
sémen.

Sendo que aqui, o TR foi de 18,28 + 17,65 minutos, com coeficiente de
variacdo de 96,5%, que demonstrou a grande variagcdo desta caracteristica,
variagdo semelhante foi encontrado por (SILVA FILHO et al.,, 1999), em

estudos conduzidos com um garanhé&o.

As caracteristicas comportamentais sdo grandemente influenciaveis
pelo animal, dia e condicdbes de ambiente. Jumentos sdo animais que
apresentam grande capacidade de dispersdo com o ambiente e condi¢des
ambientais como barulho, vento, chuva, etc; fatos semelhantes foram
reportados por HENRY et al. (1991) e por TAYLOR & MATWES (1998).
Aparentemente, observou-se que em dias que as condicbes ambientais foram
extremas (como dias quentes, ou frios, ou com muito vento), maiores tempos

de reacéo foram esperados.
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Outros aspectos podem ter contribuido negativamente para o tempo de
reacdo tais como: manejo geral do haras; movimentagcdo de tratores e
magquinas agricolas em estrada municipal que atravessa a propriedade;
movimento de trabalhadores rurais; presenca de bovinos em pastos em
arredores. Como reportado por HENRY et al. (1991) jumentos sdo animais que

se dispersam com facilidade.

Outra observacdo clinica interessante é que alguns jumentos em
algumas coletas de sémen manifestaram o interesse de rolar no solo, sendo
que essa condicdo aconteceu em diversas coletas essenciais para a completa
erecdo e assim realizacdo da coleta de sémen. Tal comportamento também foi
observado por (HENRY et al.,, 1991) em condicbes de pastagens em monta

natural em jumentas.

Em todas as coletas de sémen a erecdo iniciou ap0s momentos de
quietude e aparente paralisia de movimentos do jumento, com auséncia de
barulho ambiental. Ap6s poucos milésimos de segundos, 0 jumento iniciou a
exposicdo peniana, seguido pela emissdo de trés jatos de secrecdo
transparente de baixa viscosidade acompanhado no mesmo momento pelo
inicio da exposi¢do peniana e erecdo, acompanhado pela elevacdo da cauda
em posicao horizontal, seguidos pela elevagcdo do pénis em ere¢do contra o

abdémen.

O tempo de ejaculacdo ndo tem sido estudado por muitos autores,
sendo que no presente estudo os valores encontrados foram semelhantes ao
reportado por HENRY et al. (1991) de 25 a 30 segundos. Porém, ligeiramente
inferiores aos reportados por SILVA FILHO et al. (1999) de 35 segundos para
apenas um garanhdo em duas estacbes com uso de égua em estro e

manequim.

O comportamento de fuga lento e rapido tem sido caracterizado como
normal para jumentos em pastagens e em coleta de sémen (HENRY et al.,
1991, LODI et al.,, 1995; GASTAL et al., 1996). No entanto, em condi¢des
intensivas de coleta o manejo dessa coleta pode se tornar complicado, assim

tal comportamento nao foi permitido neste.

Em todas as coletas de sémen do presente experimento, a chegada do

jumento até a égua foi precedida por vocalizacdo tipica do macho desta
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espécie. O mesmo comportamento foi reportado com uso de jumentas monta
natural em pastagens (HENRY et al., 1991; 1998) em coleta de sémen
(GASTAL et al., 1996) e também em monta natural em éguas em pastagens
(LODI et al., 1995).

De acordo com HENRY et al. (1991) este comportamento é usado por
jumentos para induzirem a manifestacao de estro de jumentas e provavelmente

para atrai-las para seu territorio.

Este comportamento conforme reportado por LODI et al. (1995)
apresentou pequena reacdo em eguas sob condicfes de pastagens em monta
natural. Em acordo, percebeu-se a vocalizacdo do jumento induzindo pequeno
ou nenhum efeito comportamental detectavel nas éguas usadas para a coleta.
O comportamento de vocalizacdo também aqui se observou, imediato a
rufiacdo da égua caracterizado por investigacdo olfativa da regido perineal da
égua, resposta de Flehmen, investigacdo de secre¢des da égua no solo, vezes,
seguido normalmente pela resposta de Flehmen e/ou vocalizacéo.

Durante todo o periodo da coleta, 0 comportamento da égua manequim
apos as investidas do jumento variou de pequena demonstracao de estro como
urina emitida em pequenos jatos, discreta eversdo clitorial até permanecer

imovel sem manifestar reacdo positiva e negativa.

Em um estudo conduzido por LODI et al. (1995), os autores
demonstraram que os sinais de estro da égua variaram de discreta resposta
até a completa rejeicdo, além disso, observaram diferentes manifestacbes em
éguas de acordo com o jumento, tais caracteristicas ndo foram constatadas,
além disso, em algumas situacdes a mesma égua foi empregada em diferentes
coletas para diferentes machos no mesmo dia e assim ndo percebemos
diferentes manifestacdes para diferentes machos. A selecao de éguas com boa
aceitacdo a asininos é uma caracteristica de extrema importancia na coleta de

sémen para asininos, MORAIS et al. (1993).

Os parametros seminais estiveram inclusos nos intervalos medios
considerados como normais para a espécie (HENRY et al., 1987; GASTAL et
al., 1997), e especialmente para a raca Péga (MORAIS et al., 1994; COSTA,

1991; GERBER, 1995). Assim, o uso de égua em estro como manequim pode
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ser empregado na rotina para diferentes propositos sem afetar as

caracteristicas seminais.
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5. CONCLUSAO

O tempo de ejaculagéo, resposta de Flehmen, monta sem erecao foi
similar ao descrito com uso de jumentas em monta natural e coleta de sémen.
O método de colheita de sémen usando éguas em estro para jumentos
previamente condicionados na cobertura de éguas foi eficiente. A menor
participacdo da fémea em estro aparentemente tem pequena ou nenhum efeito
no tempo de reacdo. Nos casos em que as premissas descritas neste estudo
sejam seguidos em éguas em estro, estas podem ser usadas para a coleta de

sémen.
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CAPITULO I

ALGUNS ASPECTOS BIOMETRICOS DO APARELHO GENITAL
EXTERNO DE JUMENTOS DOADORES DE SEMEN DA RACA
PEGA
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o principal interesse em jumentos se resume na doacdo de
sémen para a producdo de muares, embora exista no pais plantéis asininos de
elevado padrédo genético, em que esse reprodutor € usado para a producdo da
prépria espécie.

A raca Péga € uma raca asinina nacional criada em quase todos os
estados da federacdo, sendo largamente usada em cruzamentos com éguas
puras e mesticas para producdo de muares marchadores (NUNES, 2007),
necessitando, desta forma, de avaliacdo precisa da qualidade seminal e do
aparelho reprodutivo para possivel predicdo da fertilidade e normalidade

androldgica.

Destaca-se neste ponto o exame androlégico por ser importante
ferramenta auxiliar de predicéo da capacidade reprodutiva do macho, sendo de
relevancia para a aplicacado de biotecnologias do sémen, na rotina dos haras,
bem como em pesquisas (LOVE, 2007), auxiliando na melhoria da eficiéncia
reprodutiva (KENNEY et al., 1983).

No Brasil, as normas e padrdes da avaliagdo andrologica e do sémen
foram estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA,
1998). Porém, o reprodutor asinino néo foi incluido nos padrbes estabelecidos
por essa entidade. Deste modo, experimentos e levantamentos de campo
devem ser realizados para se estabelecer os padrées de exame androlégico

para esta espécie.



A biometria testicular deve ser um requisito obrigatério nessa
avaliacdo, uma vez que fornece informacdes Uteis em termos de comparagao
do tamanho normal e, principalmente, previsdo quanto a producao espermatica
(KENNEY et al., 1983).

A partir das biometrias testiculares podem ser realizados célculos de
indice e volume testicular. O indice testicular pode ser utilizado como
importante ferramenta no estabelecimento da condicdo de normalidade
reprodutiva do 6rgdo e como auxiliar na estimativa da producdo espermatica
diaria e assim auxiliar na predicdo do numero de éguas e ou jumentas a serem
cobertas e/ou inseminadas com sémen de um dado reprodutor durante a
estacdo de monta (MORAIS, 1990).

Configura-se também como objetivo deste estudo avaliar alguns
aspectos da biometria do aparelho genital externo de jumentos reprodutores da

raca Péga, andrologicamente normais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A biometria testicular deve ser um requisito obrigatorio na avaliagdo
androlégica, tendo como principais finalidades diagnosticar alteracdes
testiculares, e auxiliar na predicdo do potencial reprodutivo e producao
espermatica diaria (VARNER et al., 1991).

Devido a disposi¢&o horizontal dos testiculos no escroto do jumento e do
garanhao, o perimetro escrotal ndo é realizado, mas variantes da técnica, como
a largura testicular escrotal e comprimento sédo realizados (MORAIS, 1990;
VARNER et al.,, 1991). Ambas as técnicas sado de rapida e facil aplicacao,
oferecendo uma previsdo da producdo espermética diaria (COSTA, 1991;
GERBERS, 1995).

MORAIS (1990) e COSTA (1991) chamam atencdo da importancia dos
parametros testiculares na avaliacdo andrologica de jumentos, uma vez que
oferece subsidios relevantes para a interpretacdo e formulacdo do laudo
androldgico.

GEBAUER et al. (1974), aparentemente, foram os primeiros a introduzir
a avaliacédo testicular com paquimetro em testiculo de garanhdes, e EL WISHY
(1974) em jumentos, em que ambos os trabalhos foram baseados no estudo
pioneiro de HAHN et al.,, (1969), que utilizaram 120 reprodutores da raca

Holandesa nos Estados Unidos.

EL WISHY (1974) trabalhando com testiculos de nove jumentos recém-
castrados (médias: idade 5,1 anos e peso 257 kg), registrou 0s seguintes
valores para comprimento, largura e altura testiculares: 8,41x 5,91 x 4,77 cm
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para o testiculo direito e 8,37 x 5,78 x 4,46 cm para o testiculo esquerdo. O
autor desenvolveu uma férmula para avaliacdo do volume testicular e obteve os
volumes de 103,44 e 103,89 mL para os testiculos direito e esquerdo,

respectivamente.

KREUCHAUF (1984) estudando a biometria de jumentos africanos com
idades variaveis entre dois e 12 anos e 150 kg de média de peso corporal,
registrou as seguintes medidas para comprimento, largura e altura: 8,58; 5,78 e
6,30 cm. O autor ndo verificou assimetria entre as gbnadas do mesmo

reprodutor.

MORAIS (1990) trabalhando com seis jumentos da raca Péga em Sao
Carlos-SP (peso médio 400 Kg, e idades 3 a 12 anos), observou valores de
10,35; 6,73 e, 7,12 cm e 10,12; 7,38 e 7,68 cm para os comprimento, largura e
altura dos testiculos esquerdo e direito, respectivamente. O autor empregou a
mesma formula descrita por EL WISHY (1974), para calculo do volume
testicular, obtendo valores de 182, 34 + 32,58 e 201,36 + 9,36 para o testiculo

esquerdo e direito, nesta ordem.

GASTAL (1991) trabalhando com seis jumentos da raca Nordestina na
zona metalurgica de Minas Gerais, com peso médio 162 kg, registrou as
seguintes mensuracdes de comprimento, altura e largura testicular: 7,6; 5,5 e

5,1 cm para ambos os testiculos.

KENNEY (1989) apud MORAIS (1990), numa tentativa de tornar mais
objetiva a avaliacdo e comparacao testicular entre garanhdes, estabeleceu o
indice testicular (IT) que é calculado pelo somatério da altura, largura e
comprimento de ambos os testiculos dividido por dois, em que o IT=8 para

garanhdes é dado como valor normal.

Em asininos, (MORAIS, 1990) utilizou seis jumentos da raca Péga,
considerados como aptos a reproducdo (peso médio 400 Kg, e idades 3 a 12
anos), registrando valores de IT variando de 8,24 a 12,73, sendo superiores ao
valor considerado como normal para garanhdes por KENNEY (1989) citado por
MORAIS (1990).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

O presente experimento foi desenvolvido durante o periodo de
agosto/2006 a fevereiro/2007. Foram utilizados seis reprodutores da raca Péga,
(J1, J2, J3, J4, J5 e J6), com peso médio de 272 + 34,97 (231 — 326 kg) e

idade média, no inicio do experimento, de 109 meses.

Os animais pertenciam a um haras de criacdo comercial de asininos e
muares, localizado no municipio de Guaraciaba, Zona da Mata de Minas
Gerais. Foram subdivididos em dois grupos: adultos (J1, J2 e J3 16,14 e 16
respectivamente) e jovens (J4, J5 e J6 todos com média de 3,5 anos). Todos
0s reprodutores apresentavam historico de boa fertilidade a monta natural com

éguas, em estacdes de monta anteriores.

Antes do inicio dos procedimentos, realizou-se exame clinico
androlégico de acordo com as recomendacdes de KENNEY et al. (1983) para
sémen de garanhdes, sendo todos os animais classificados como aptos a

reproducao.

Durante o periodo decorrido entre as mensuracdes, foram realizadas
180 coletas de sémen para avaliacdo dos parametros seminais e constatacao
da normalidade andrologica. Para as coletas se fez uso de uma vagina artificial
modelo Botucatu; fazendo a coleta com uso de égua em estro como descrito no

capitulo I.
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Imediatamente apds a coleta foram feitas avaliacbes dos parametros
fisicos (volume, motilidade, motilidade progressiva, vigor, concentracdo) e
morfolégicos do sémen, de acordo com a metodologia de KENNEY et al.
(1983).

Os jumentos foram mantidos em baias de alvenaria individuais com
acesso a bebedouro, sal mineralizado comercial especifico para equideos,
além de feno de capim (Cynodon dactylon cv. Tifton 85), com acesso irrestrito
durante todo o periodo do dia. Ofereceu-se 20 kg/animal de capim fresco
picado (Pennisetum purpureum cv Elefante), divididos em dois tratos: um pela
manha e outro pela tarde. Além disto, pela manha, antes do primeiro trato, foi
fornecido diariamente a todos os reprodutores uma dose de 20 mL de um
suplemento liquido poli-vitaminico e micro-minerais para equideos, de acordo

com a recomendacdao do fabricante.

3.2. Procedimentos

Ao longo do periodo experimental, cada reprodutor foi submetido a trés
ou quatro mensuracdes, em que cada 6rgdo foi mensurado individualmente,
utilizando-se um paquimetro, conforme descrito por GEBAUER et al. (1974) e
adaptado por GEBER (1995) para asininos, apos a coleta de sémen. Sendo
mensurados em ambos os testiculos: o comprimento testicular (CT - cranio
caudal), altura testicular (AT — dorso ventral), largura testicular (LT — médio
lateral).

Além disso, realizou-se a espessura do funiculo (FUN — terco médio) em
ambos o0s antimeros corporais. Foram feitas, em cada momento da
mensuracao, varias medidas sequenciais até a coincidéncia de trés resultados

iguais de cada item, para sO entdo ser considerado o resultado valido.

As mensuracdes testiculares foram utilizadas para se obter o “indice
testicular’, como preconizado por KENNEY (1989) apud MORAIS (1990) de
acordo com a formula: IT= (CTE x LTE x ATE) + (CTD x LTD x ATD)/100.
Onde: IT = indice testicular; CTE = comprimento testicular esquerdo; LTE =

largura testicular esquerda; ATE=altura testicular esquerda; CTD= comprimento

testicular direito; LTD= largura testicular direito; ATD= altura testicular direito.
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Realizou-se a estimativa do volume testicular (cm) empregando a
férmula preconizada por EL WISHY (1974) para testiculos de jumentos e
garanh®es de acordo com a férmula: Y,; = *33,57X — 56,57. Sendo Y, igual ao
volume testicular; “X” representa a altura testicular (cm); e os niameros 33,57 e

56,57 representam os fatores de correcdo constantes.

3.3. Analises estatisticas

Para as analises empregou-se 0 programa estatistico SAEG 9,1 (SAEG
—-UFV, 2007). Foram efetuados calculos da média aritmética, desvio padrao e
coeficiente de variagdo dos resultados obtidos para cada varidvel avaliada, por
reprodutor e para o grupo experimental.

Para as variaveis qualitativas, efetuaram-se os testes de Lillinfors e
Cochan e Bartllet para verificar a normalidade dos dados e homogenicidade
das variancias dos grupos, nesta ordem. Aqueles dados que nédo atenderam a
premissa da ANOVA, foram submetidos a analise ndo paramétrica e as meédias
comparadas pelos testes de KrussKall Wallis ou Wilcox com probabilidade de
erro de 5%. As variaveis que atenderam a pelo menos uma premissa, foram
submetidos a analise de variancia por ANOVA e as médias comparadas pelo

teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios registrados dos principais parametros seminais estao
sumarizados na tabela 1. Os valores registrados para os parametros fisicos do
sémen e morfoldgicos estiveram incluidos dentro da faixa considerada normal
por outros estudos com jumentos da raga Péga (MORAIS, 1990; COSTA, 1991;
GEBERS, 1995; GASTAL et al., 1996).

Os valores de biometria testicular para ambos os 6rgaos encontram-se
sumarizados na tabela 2. Ao agruparem-se 0s animais neste estudo em duas
categorias como propdés GEBERS (1995), em adultos e jovens, os valores
médios para CTD (comprimento do testiculo direito) foram diferentes entre os
dois grupos (91,23 mm, contra 84,68 mm para adultos e jovens na ordem)
(p<0,05).

Este procedimento se deu, provavelmente, porque 0s animais jovens
ainda estavam em fase de desenvolvimento corporal e testicular, ja que a
meédia de idade dos mesmos era de 36 meses ao inicio da fase experimental. O
mesmo autor registrou que CTD apresenta correlacdo alta e positiva com
emissdo diaria de espermatozoides (r = 0,80), medidos pelo numero de
espermatozoides totais no ejaculado enquanto no presente experimento a

correlacao foi positiva e baixa (r = 0,26).

A média para o CTD dos dois grupos foi de 88,77 + 6,96 mm, inferior aos
relatados para raca Péga, por MORAIS (1990) 105,5mm; por COSTA (1991)
92,0 mm; e por GEBERS (1995) 91,5mm. Porém, superiores aos relatados por
GASTAL (1991) 76 mm para a média de ambos os testiculos de um mesmo

reprodutor, para animais da raca Nordestina.
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E importante observar que pode ter havido diferencas no emprego da
metodologia. No presente experimento teve-se o0 cuidado de realizar a
mensuracao do aparelho genital externo, empregando-se a contengcdo dos

reprodutores em tronco especifico para equideos.

Os referidos autores relataram dificuldade na mensuracéo testicular no
inicio da fase experimental, devido os animais terem permanecido inquietos,

por ndo estarem condicionados a esse tipo de pratica de manejo.

MORAIS (1990), COSTA (1991) e GEBERS (1995) utilizaram animais
com maior peso corporal em relacdo ao peso médio dos animais do presente
experimento. O que pode estar relacionado a diferencas observadas nas
biometrias testiculares entre o presente e os demais estudos.

Foi registrado por COSTA (1991) em seus estudos, assim como neste,
relacdo linear positiva entre peso corporal e CTD; aqui a correlacéo foi de r =
0,68, porém ndo houve diferencas no peso médio entre os dois grupos de
jovens e adultos (p>0,05).

Tabela 1: Valores Médios + Desvio Padrao registrados para os principais
parametros seminais de seis asininos doadores de sémen da raca Péga
(Agosto/2006 — Fevereiro/2007).

Parametros Mensuracao

Volume seminal livre de gel 47,27 mL + 28,66 mL

Volume e n°. de ejaculados com gel 71,75 mL £ 54,8 mL (54/180 coletas)
Motilidade total 84,22 % + 6,04

Motilidade Progressiva 74,47 % + 7,06

Vigor Espermético (1-5) 3,87+0,51

Defeitos Espermaticos Maiores 7,97% + 3,02 %

Defeitos Esperméticos Menores 6,80 £ 1,59%

Concentracdo Espermaética 254, 64 x 10°/mL

Espermatozéides totais no ejaculado 10, 3 x 10°+ 452,56 (6,3 a 12,5x10°)

O CTE médio de ambas as categorias registradas neste experimento foi
de 88,21 * 8,86, enquanto a média para o grupo de adultos foi superior e
diferente da meédia do grupo de jovens (91,23 mm versus 84,68 mm,

respectivamente) (p<0,05).
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Os animais do grupo de jovens possuiam idade média de 36 meses,
provavelmente os testiculos ainda estavam em fase de desenvolvimento. O
valor registrado para CTE apresentou-se semelhante aos relatados para a raca
(MORAIS, 1990; COSTA, GEBERS, 1995). A CTE média comparada com o
CTD dos animais foi parecida (p>0,05) (88,21 + 8,86 e 88,77 + 6,96 mm),

indicando certa similaridade neste parametro entre testiculos.

Tabela 2: Médias e Desvio Padrdo (mm) das Biometrias do Testiculo Direito e
Esquerdo (Comprimento, Altura e Largura) de seis reprodutores asininos

adultos e jovens da raca Péga.

Caracteristicas Biométricas do Testiculo Esquerdo

Jumentos Comprimento Altura Largura
Categoria Individual Individual Individual
J1  adulto 102,80 + 0,402 68,80 + 0,402 67,80 +0,40°
J2 78,70 + 0,46 62,70 + 0,46 67,41 +0,50%
J3 85,00 + 0,00°* 66,62 + 0,49 65,62 + 0,49°*
Subtotal 91,23+9,99 66,83+2,22 66,83+1,12
J4  jovem 84,92 +0,26" 58,14 + 0,35700 66,07 + 0,26
J5 77,38 + 0,49 59,00 + 0,00 63,61 + 0,49""
J6 91,00 + 0,00%™ 59,55 + 0,00"™ 65,44 + 0,499
Subtotal 84,68+5,57 58,90+0,69 65,08+1,11
Total 88,21 + 8,86 63,17 + 4,30 66,02 + 1,41
Caracteristicas Biométricas do Testiculo Direito
Jumentos Comprimento Altura Largura
Categoria Individual Individual Individual
J1 adulto  100,8 + 0,402 64,20 % 0,402 75,00 + 0,00?
J2 85,64 + 0,99 55, 58 + 0,50™ 55,11 + 0,33"
J3 85,35 + 0,48 56,90 + 0,81°*° 70,27 + 0,45
Subtotal 91,77+7,62 59,68+3,88 69,56+7,04
J4 jovem  82,0+0,0° 62,85 + 0,35%79 67,85 + 0,35
J5 83,0 + 0,0™ 69,00 + 0,00%™ 68,00 + 0,00°°
J6 90,44 + 0,50%™" 58,55 + 0,509 80,00 + 0,00%"
Subtotal 85,26+3,81 63,27+4,29 72,145,79
Total 88,77 + 6,96 61,33 + 4,44 70,75 + 6,60

* Médias e Desvio Padrao seguidas por letras minasculas diferentes na mesma coluna diferem

entre si (P<0,05) para o Teste de Kruskal-Wallis.
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Os valores médios da ATD foram superiores e diferentes (63,46 mm)
para o grupo dos animais jovens em relacdo ao grupo dos animais adultos
(58,89mm) (p<0,05), provavelmente ATD se desenvolva mais precocemente
que as demais caracteristicas testiculares quando o orgao estiver em fase de

crescimento.

A média de ATD neste estudo foi inferior ao registrado por outros
autores para a racga, (74,4 mm), sendo a diferenca média de peso dos animais
entre esses estudos de 130 kg (MORAIS, 1990; COSTA, 1991; GEBERS,
1995). No entanto, os valores médios de ATD mostraram-se proximos ao
obtido por GASTAL, (1991) com jumentos da raca Nordestina (55 mm).

O valor médio registrado de LTD foi de 69,56 mm para adultos e 72,14
mm para jovens, porém sem diferencas entre os grupos (p>0,05). O LTD se
mostrou superior aos relatados para jumentos da raca Péga, sendo que a
média obtida pelos autores foi de 67,3 mm relatados para jumentos da raca
Péga (MORAES, 1990; COSTA, 1991; GEBERS, 1995), enquanto que para
animais a raca Nordestina GASTAL (1991) encontrou valores de LTD de 51

mm.

O jumento J6 apresentou um valor elevado para LTD, o0 que aumentou a
média do grupo de jovens. Contudo, este parametro € o menos influenciavel
por erros de metodologia, uma vez que a mensuracdo € médio-lateral e néo
envolve o epididimo, porém apesar dos experimentos anteriores terem
empregados a mesma raca, as condicdes de criacdo e manejo foram
diferentes, o que pode ter interferido no desenvolvimento testicular dos

reprodutores.

Entretanto, os demais parametros, as médias para ATE e LTE foram
maiores e porem nao diferentes 69,83 mm e 58,9mm; 66,83 mm e 65,04mm,
para adultos e jovens, respectivamente (p>0,05). Isto, provavelmente, devido
os adultos terem completado o desenvolvimento testicular em oposicdo aos

demais que ainda estavam em fase de desenvolvimento.

A média para ATE (63,17 £ 4,30) neste estudo foi levemente inferior aos
valores médios relatados por (MORAIS, 1990; COSTA, 1991; GEBERS, 1995),
que registraram valores entre 70 a 74 mm, porém superiores ao observado em
Jumentos da raca Nordestina (GASTAL, 1991).
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Do mesmo modo, a LTE e a LTD registram valores superiores aos
relatados na literatura para animais da raca Péga (MORAIS, 1990; COSTA,
1991; GEBERS, 1995) e superiores aos relatados para jumentos da raca
Nordestina (51 mm) por GASTAL (1991).

Os valores registrados para o indice testicular encontram-se
sumarizados na tabela 3. O indice testicular (IT) médio observado foi de 7,45 e
as variacbes entre 594 e 9,64. Sendo inferiores ao minimo (IT = 8)
preconizado para garanhdes por KENNEY (1989) apud MORAIS (1990).

No entanto, todos os reprodutores apresentavam historico reprodutivo
de boa fertilidade em pelo menos uma estacédo reprodutiva, e 0os parametros

seminais se apresentaram na faixa considerada normal para asininos.

Valores superiores ao presente estudo foram registrados por MORAIS
(1990) em seis reprodutores asininos com valores de IT de 8,24 a 12,73.
Calculando-se o IT a partir dos dados mensurados por COSTA (1991) e
GEBERS (1995), obtiveram-se os valores de 7,90 e 8,12 para IT em jumentos
Péga, andrologicamente normais. Provavelmente, as diferencas de tamanho
corporal bem como as condi¢des de criacao dos reprodutores, possam ter sido
responsaveis pelas diferencas nas caracteristicas de biometria testicular e,

consequentemente, no IT.

O valor referido por KENNEY (1989), para garanhdes quando aplicado
para jumentos deve ser reconsiderado, de modo que se constata que o valor
de 8,0 é muito alto para a espécie em questdo, em que neste, apesar de
valores de 7,45 de IT os animais apresentaram-se normais quanto a eficiéncia
na producdo espermatica, manifestada pelo nimero de espermatozéides totais
(10, 3 x 10°+ 452,56; 6,3 a 12,5x10° espermatozéides) presentes no ejaculado
dentro da faixa considerada normal para a espécie (KREUCHAUF, 1984;
MORAIS, 1990, COSTA, 1991, GEBERS, 1995), e muito superior aos
registrados para garanhdes (KENNEY et al. 1983).

Os Jumentos mesmo apresentando IT menor possuem entre todos os
animais domésticos a maior eficiéncia espermatogénica por grama de
parénquima testicular (NEVES, 2001). Assim, novos experimentos com
adequado periodo de avaliacdo devem ser conduzidos para ser possivel

estabelecer o valor ideal para reprodutores asinino doadores de sémen.
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Os valores registrados para o0 volume testicular encontram-se
sumarizado na tabela 3. De acordo com a férmula preconizada por EL WISHY
(1974) para determinar o volume testicular de jumentos e garanhdes, 0s
valores médios observados para o volume testicular esquerdo (VTE) foi de
155,51 + 14,45 mL e o volume testicular direito (VTD) foi de 149,34 + 14,92.
mm.

Nas comparacgdes de VTE e VTD entre animais, ndo foram observadas
diferencas para um mesmo animal (p<0,05). Ao considerar-se a formula
preconizada pelo autor como correta e valida para asininos, a mensuracao do
volume testicular pode ser uma ferramenta Gtil na avaliacdo androldgica e na
predicdo da produgdo espermatica, uma vez que propicia dimensdes globais do
orgao e facilitaria a comparacdo entre animais, sob condi¢cdes variadas de

criacao.

Tabela 3: Médias e Desvio Padrdo (mm) do indice Testicular e Volume
Testicular Esquerdo e Direito, obtidos a partir de mensuragdes testiculares de
seis reprodutores da raca Péga.*

Jumentos indice Testicular ~ Volume Testicular Volume Testicular
categoria (IT) Esquerdo (VTE) Direito (VTD)

J1 adulto 9,64 174,39 + 1,35° 158,94 + 1,35°

J2 5,94 153,93 £ 1,57 130,03 + 1,70™
J3 7,12 167,09 + 1,64 134,44 + 2,71
J4 jovem 6,74 138,61 + 1,19 154,44 + 1,19°"
J5 6,79 141,49 + 0,34°c™ 175,06 + 0,00%™
J6 7,75 143,34 + 1,69"°" 139,98 + 1,60°%9
Total 7,45 155,51 + 14,45 149,34 + 14,92

*Médias e Desvio Padrdo seguidas por letras minlsculas diferentes na mesma coluna diferem

entre si (P<0,05) para o Teste de Kruskal-Wallis. IT: indice testicular; VT; volume testicular.

MORAIS (1990) trabalhando com seis jumentos da raca Pé&ga registrou
os valores de 201,36 + 36,38 mL e 182,34 + 32,58 mL para VTE e VTD. Ao
realizar-se um calculo aproximado, a partir de caracteristicas de biometria
testicular registrados por COSTA (1991) em 103 jumentos da raca Péga, o VTE

foide 174,78 mL e 0 VTD de 181,49 mL e os valores obtidos para VTE e VID a
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partir dos dados mensurados por GEBERS (1995) foram de 184,51 e 181,15
mL, respectivamente. Sendo que as médias calculadas a partir dos dados dos
dois ultimos autores e dos valores de MORAIS (1990) foram superiores a este.
Valores inferiores, 127,45 mL, a0 que aqui se conseguiu e aos valores
extrapolados para a raca Péga foram diferentes aos registrados para a raca
Nordestina (GASTAL, 1991).

Na comparacdo dos resultados das caracteristicas de biometria
testicular de jumentos da raca Péga do presente experimento com demais
racas, observa-se que 0os mesmos por serem animais de médio-grande porte
dentro da espécie, apresentam caracteristicas de biometria testicular
superiores aquelas relatadas para jumentos da raca Nordestina por GASTAL
(1991) e para animais mesticos de origem africana relatados por KREUCHAUF
(1984).

O peso médio relatado pelos autores nestes dois experimentos foi de
162 kg e 150 kg, enquanto que esta pesquisa a média foi de 272 kg. Em uma
comparacao das caracteristicas do presente experimento, com outros autores
MORAIS, (1990) e GEBERS, (1995) que realizaram biometria testicular em
jumentos da raca Péga, observou-se diferenca média de até 130 kg, o que
pode ter explicado a inferioridade em quase todos os parametros de biometria
testicular avaliados neste experimento em relacdo aos estudos com jumentos
da raca Péga, e a superioridade dos resultados do mesmo em relacdo aos
demais, em que se utilizaram raca e animais de menor porte em relagdo ao

jumento Péga.

Os valores médios registrados para a largura do terco médio do funiculo
espermatico direito e esquerdo encontram-se sumarizados na tabela 4. O valor
médio da largura do terco médio do funiculo espermatico direito (FUND) foi
25,35 £+ 3,38 mm e de 24,61 + 1,59 mm para o funiculo espermatico esquerdo
(FUNE), foram semelhantes ao valor preconizado como normal para garanhdes
por KENNEY et al. (1983).
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Tabela 4: Médias e Desvio Padrdo (mm) da Largura do terco médio do
Funiculo Espermético Direito e Esquerdo, de seis reprodutores da ragca Péga.*

Funiculo Espermatico

Jumentos Direito Esquerdo
(categoria)

Geral Geral
J1 adulto 30,80 + 0,402 26,00 +0,00°
J2 23,41 +0,50™ 23,00 + 0,00
J3 26,00 +0,00°% 23,62 + 0,49
Subtotal 27,52+2,92 24,49+1,32
J4 jovem 23,85 + 0,350 26,00 + 0,00°°0
J5 20,38 + 0,49 22,00 +0,00°™
J6 24,00 +0,00°™ 26,00 + 0,002
Subtotal 22,81+1,69 24,74+1,86
Total 25,35 + 3,38 24,61 +1,59

*Médias e Desvio Padrdo seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem

entre si (P<0,05) para o Teste de Kruskal-Wallis.

Nao foi verificado estudos na literatura consultada envolvendo as
dimensdes do funiculo espermatico de jumentos, somente em garanhdes por
KENNEY et al. (1983).

Esta estrutura se faz de relevante, pois é por ela que sdo conduzidos o0s
nutrientes ao testiculo para que seja possivel a realizagdo da
espermatogénese, o transporte de hormoénio masculino e também no

mecanismo de resfriamento do sangue arterial (THOMPSON, 1992).

NORONHA et al. (2001) realizaram estudo da morfologia do funiculo
espermatico de jumentos da raca Péga, registraram diferencas em relacéo a
todas as demais espécies domeésticas e silvestres estudadas, sendo
caracterizado no estudo a presenca de um tecido sub-capsular entremeado
com tecido muscular que pode ser responsavel pela facilitacdo do retorno
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venoso do testiculo e, consequentemente, maior eficiéncia no processo de

drenagem, facilitando a espermatogénese.

Assim, esta capsula corrobora com os achados de NEVES (2001), em
que o autor registrou que a espécie asinina a que apresenta a maior eficiéncia

na espermatogénese por grama testicular entre todos os animais domeésticos.

Ao realizar-se a avaliacdo agrupada dos animais em jovens e adultos os
valores para FUNE foram semelhantes, adultos 24,20 mm e jovens 24,66 mm
para significancia de 5%, em oposicdo ao 6rgao direito (FUND), em que foram
observadas diferencas entre os grupos de adultos e jovens (p<0,05), sendo
gue o primeiro grupo apresentou valor superior 26,73 mm, contra 22,74 mm
para segundo grupo, provavelmente por estarem em processo de
desenvolvimento corporal e testicular.

Registrou-se no presente experimento correlacdo alta e positiva entre
FUND e CTD (r* = 0,86), enquanto que para os 6rgdos do lado esquerdo a
correlacao foi baixa. Sugere-se que a mensuracao do funiculo espermatico seja
incluida na avaliacdo androldgica de jumentos, pois pode ser um parametro

auxiliar na interpretacéo dos resultados do exame androlégico.
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5. CONCLUSAO

Os jumentos deste estudo, mesmo com IT menor do que O proposto
como normal para garanhdes, apresentaram mais eficientes que animais da
espécie equidea para a producdo espermatica, embora maior nimero de
animais deva ser avaliado para que se possa estabelecer o IT normal para
asininos.

O indice testicular precisa ser estabelecido e melhor estudado para
reprodutores desta espécie criados nas condigBes brasileiras. O volume
espermatico associado ao IT pode ser usado como objeto auxiliar na estimativa
da constatacao de normalidade para testiculos de jumentos.

A mensuracdo in vivo do funiculo espermético pode ser uma nova
variante na utilizacdo do exame andrologico de jumentos, uma vez que
apresenta altas correlacdes com IT, e de acordo com autores o0 jumento possui
vantagens em relacdo aos demais, pois teria o retorno venoso testicular
facilitado.

Os dados aqui descritos podem servir de valores de referéncia e como

valores praticos frente a escassez de dados para a biometria do aparelho

genital externo de jumentos.
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Ill — CAPITULO

PARAMETROS SEMINAIS DE JUMENTOS REPRODUTORES DA
RACA PEGA
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1. INTRODUCAO

O maior interesse na criacdo de jumentos se da na doacdo de sémen
para a producdo de muares. O jumento Péga € uma racga asinina valorizada no
meio equestre por produzir excelentes animais marchadores em cruzamentos
com éguas de racas puras e mesticas. Aléem disto, no Brasil existem diversos
criatérios de asininos de elevado padrdo genético, em que esse tipo de
reprodutor é empregado para producdo de asininos (NUNES, 2007). Desta
maneira a avaliacdo reprodutiva do macho asinino é essencial, independente

de qual maneira seja empregado na producado de equideos.

O exame androldgico tem sido utilizado em todas as espécies de
animais domésticas como indicador potencial da capacidade reprodutiva do
macho (CBRA, 1998; LOVE, 2007), sendo a avaliagdo dos parametros
seminais utilizada como ferramenta para a predicdo da qualidade seminal na
avaliacdo androldgica e aplicacdo de biotecnologias ao sémen na rotina dos

haras, bem como em pesquisas.

A avaliacdo andrologica € uma importante ferramenta para auxiliar na
melhoria da eficiéncia reprodutiva (KENNEY et al., 1983; PIMENTEL, 1989,
RICKETTS, 2005; LOVE, 2007). No Brasil, as normas e padrdes da avaliacdo
androldgica animal e do sémen foram estabelecidos pelas Comissées sobre
Andrologia organizada pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal, sendo

que a ultima de 1998 € a que permanece em vigéncia (CBRA, 1998).

Entretanto, o jumento ndo foi incluido nos padrbes estabelecidos de

avaliacdo do sémen animal e, assim, experimentos e levantamentos de campo
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devem ser realizados para se estabelecer os padroes normais de exame

seminais para reprodutores asininos nas condi¢oes brasileiras.

Teve-se como objetivos neste estudo descrever os parametros fisicos e

morfologicos do sémen de jumentos reprodutores da raca Péga.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Volume Seminal

Os equideos e o varrdo, dentre os reprodutores domésticos, sdo 0s que
apresentam maiores volumes de ejaculados, sendo que em ordem crescente
de volume do ejaculado estdo o jumento, o garanhdo e o varrdo. O ejaculado
destas espécies € formado por uma porcao rica em espermatozoides e uma
fracdo gelatinosa (NISHIKAWA, 1959; KREUCHAUF, 1984, DAVIES-MOREL,
1999, 2008; SENGER, 2003). A porcao gelatinosa do ejaculado dos equideos é
produzida pela glandula vesicular (KREUCHAUF, 1984); no varrdo a mesma
fracdo € produzida pela glandula vesicular e pela glandula bulbo uretral
(SENGER, 2003).

O volume do ejaculado em equideos apresenta grande variacdo entre
reprodutores e entre coletas de um mesmo reprodutor. A baixa repetibilidade
desta caracteristica esta relacionada a muitos fatores tais como: raca, idade,
particularidades individuais, frequéncia de ejaculagdo, época do ano, duracéo
do tempo de excitagdo, tipo de manequim, tempo de repouso sexual,
alimentacdo, manejo, quantidade de trabalho na estacdo de monta, presenca
de gel, dentre outras (PICKETT et al., 1970 e 1976; GEBAUER et al., 1974;
KENNEY et al., 1983; PAPA, 1987; MORAIS, 1990, GASTAL, 1991, SAMPER,
2007).

Os valores para o volume do ejaculado sem a fracdo gelatinosa de

jumentos apresentam amplitude de 10 a 180 ml, apresentando os valores mais
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frequentes, em torno de 40 a 100 ml (NISHIKAWA, 1959; KENNEY et al., 1983;
KREUCHAF, 1984, HENRY et al., 1987; MORAIS, 1990, GASTAL, 1991,
SANTOS, 1994).

Em asininos, segundo as observacOes feitas por NISHIKAWA (1959),
KREUCHAUF (1984) e GEBERS (1995) a presenca de gel, aparentemente, €
uma caracteristica individual dependente do jumento, época do ano, frequéncia
de coleta e excitacdo sexual, idade, além de diferencas raciais.

BERLINER et al. (1938) trabalhando com dois jumentos em uma central
de reproducdo de equideos nos EUA observaram que quando aumentada a
frequéncia de coletas semanais de uma para duas, aumentava
proporcionalmente a presenca de gel no ejaculado. Este aumento da
quantidade de gel, segundo NISHIKAWA (1959) se deve, provavelmente, pela

maior excitacao sexual provocada pela maior freqtiéncia de coleta.

Contudo, o primeiro autor observou redugéo do volume de 18mL para 8
e 6 mL quando a frequéncia de coleta semanal foi de uma, duas e trés vezes
por semana, respectivamente. ARRUDA et al. (1989a) obtiveram em 29
ejaculados de um reprodutor da raca Brasileira, volume sémen livre de gel de

46,6+£10,0 e somente um ejaculado apresentou gel no volume de 5 mL.

COSTA (1991) realizou apenas uma coleta de 103 jumentos da raca
Péga, andrologicamente normais, com idade 1.5 até acima de 12 anos em
diferentes periodos de atividade reprodutiva, criados em diferentes regiées do
estado de Minas Gerais e Bahia. O volume médio obtido foi de 66.7 + 34.4 mL,
sendo que a porcao gelatinosa esteve presente no ejaculado em apenas 13
animais e com um volume de 28.1 + 20.4 mL. Cabe ressaltar que as coletas

foram feitas em reprodutores em diferentes estagios de atividade reprodutiva.

GEBERS (1995) avaliou 285 ejaculados de seis jumentos da raca Péga
e detectou a presenca da fracdo gelatinosa em 90 ejaculados (90/285), e o
volume médio de sémen sem gel foi de 98,35 + 44,24 mL e de gel foi 84,73 £
32,67 mL. FERREIRA (1993) trabalhando com trés jumentos da raca Péga
obteve médias de volume ejaculado sem gel de 104,79 + 25,40; 63,25 + 24,84
e 67,04 £ 17,87 mL, respectivamente, sendo que o niumero de coletas nao foi
informado pela autora. Enquanto SANTOS (1994), trabalhando com 3

reprodutores da raca Péga e trés mesticos Péga com a raca Nordestina, obteve
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meédias do volume do ejaculado sem gel de 45,5 +17,3; 54,5 £18,5; 79,9 +39,0;
66,8 £11,6; 32,2 +5,7; 9,2 £17,9 mL, respectivamente para cada um dos seis

jumentos.

HENRY et al. (1987) utilizando trés jumentos da ragca Nordestina,
realizando uma sessdo de coleta semanal, com duas coletas com intervalo
aproximado de uma hora, obtiveram volume médio de 39,0 ml £ 22,2 e 40,9 ml
*+ 16,7 para o primeiro (n=57) e segundo (n=47) ejaculado, ndo observando

diferenca no volume do ejaculado entre ordem de coleta.

ARRUDA et al. (1989b) analisando 85 ejaculados de um jumento da raca
Brasileira, alojado em S&o Carlos, em trés anos de avaliagdes, registraram
valores médio de 42,01 + 19,18 mL para o volume total e a ocorréncia de gel
em 12,94% dos ejaculados com volume médio de 7,45ml + 4,60.

Avaliando 230 ejaculados de 17 jumentos da raca Hamadan, pesando
entre 209 e 256 kg, ZALCMAN (1940) apud BIELANSKI & WIERZBOWSKI
(1962), obtiveram um volume médio de 54 mL por ejaculado.

NISHIKAWA (1959) considerando dados de 121 ejaculados de dois
jumentos mesticos registrou volume de 10 a 80 ml, com volume médio de 49,24
mL + 14.30, e observou a influéncia da estacdo na quantidade da fracdo
gelatinosa, com predominio nos meses de julho a setembro. Ja, MANN et al.
(1963), avaliando 27 ejaculados de dois jumentos com idades de 10 e 12 anos,

obtiveram volume médio de 55.6 mL, com amplitudes de 17 a 120 ml.

2.2. Motilidade e Vigor Espermatico

O percentual de motilidade espermatica, particularmente a motilidade
progressiva, € um bom indicativo de viabilidade espermética em equideos
(DAVIES MOREL, 1999, 2008). Apesar de n&o necessariamente ser um
indicador da capacidade fecundante, a motilidade espermatica,
obrigatoriamente, deve estar presente para que 0 espermatozoéide possa
fecundar (VOSS et al., 1981).

A avaliacdo dos parametros de motilidade e vigor espermético se
mostram um método rapido, simples e de baixo custo das condi¢cdes gerais da

populacdo espermatica presentes no ejaculado. Contudo, € uma analise
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subjetiva e sujeita a erros, e ndo necessariamente se constitui em um

prognéstico seguro do potencial fecundante do animal.

Por outro lado, a avaliacdo objetiva computacional oferece vantagens
sob o método subjetivo, uma vez que muitos parametros da cinética
espermatica sdo possiveis de serem avaliados como: velocidade de trajeto,
velocidade progressiva, velocidade curvilinea, amplitude lateral de cabeca,
frequéncia de batimentos de cauda, retilinearidade, linearidade, velocidade
rapida, deslocamento lateral de cabeca, entre outras avaliacbes (ARRUDA,
2000).

Porém, segundo VIDAMENT (2005) as Unicas caracteristicas que
apresentaram correlagbes com fertilidade para sémen de eqlideos sdo a
motilidade rapida e velocidade rapida. Portanto, apenas estas caracteristicas
sdo utilizadas na avaliacdo rotineira no Stud Nacional Francés, sendo que
apenas o0 parametro motilidade rapida pode ser usado na selecdo de
ejaculados.

A avaliacdo convencional com microscopia de luz é mais rotineiramente
utilizada na pratica com reproducéo de equideos, uma vez que € acessivel a
todos os veterinarios de campo e nao requer condicdes especiais para sua
realizagdo. Outro aspecto favoravel a utilizacdo da avaliacdo subjetiva foi a alta
correlacdo entre andlise objetiva e subjetiva observadas por KOLIBIANAKIS et
al. (1992). Estes autores, em estudo com 114 amostras de sémen, observaram
alta correlacdo (r=0.89; P<0.001) entre as avaliacdes feitas com a andlise

subjetiva e computacional.

A motilidade total para sémen fresco de jumentos, segundo os diversos
autores, € 70 a 100 % NISHIKAWA (1959); BIELANSKY & WIERZBOWSKI
(1962); KREUCHAUF (1984); HENRY et al. (1987); ARRUDA et al. (1989);
MORAIS (1990); COSTA (1991); GASTAL (1991); SANTOS (1994); GERBER
(1995).

Apesar de a motilidade progressiva ser uma caracteristica fisiologica das
espécies equideas (MAGISTRINI, 2000) poucos estudos feitos com jumentos,
realizou a subdivisdo das motilidades em total e progressiva, de modo que os
estudos registraram uma variacdo média de 70 a 85 % de motilidade
progressiva (HENRY et al.,, 1987, MORAIS, 1990; GASTAL, 1991; COSTA,
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1991; GERBERS, 1995). ARRUDA et al. (1989) obtiveram em 29 ejaculados de
um reprodutor da raca brasileira, a motilidade progressiva média de 75,5 +
7,8%.

Dentre esses parametros avaliados, o vigor espermatico constitui a
avaliacdo da forca e velocidade espermatica de forma subjetiva; sendo que
WALTON (1952) classificou o vigor espermatico dentro de uma escala de
avaliacdo subjetiva de 0 a 5, onde zero (vigor nulo) e 5 (vigor maximo).

MIES FILHO (1987) ressalta a importancia da avaliacdo desta
caracteristica para sémen de ruminantes. Para sémen de equideos, esta
caracteristica ndo tem sido utilizada com frequéncia como pardmetro para
avaliacdo de qualidade de sémen (GEBERS, 1995). No entanto, PAPA (1987)
atribui um alto grau de importancia do vigor espermatico na avaliacdo de

sémen de garanhdes, principalmente para sémen congelado.

O vigor espermatico medio avaliado por HENRY et al. (1987), em
jumentos Nordestinos, foi de 4,2 para a primeira e segunda coleta do dia.
GASTAL (1991) trabalhando com animais da mesma raca e com duas coletas
com intervalo de 4 horas, observou média de 3,8 e 4,2 para o primeiro e
segundo ejaculado, respectivamente.

COSTA (1991) em suas avaliagbes com apenas uma coleta em 112
jumentos da raca Péga, obteve um vigor médio de 3,8 e MORAIS (1990), com
jumentos da mesma raca, obtiveram 4,2. FERREIRA (1993) registrou valores
médios para vigor 3,92; 3,33 e 3,67 em trés reprodutores da raca Péga.
Enquanto GERBER (1995) obteve valor médio para vigor de 4,8 com amplitude
de 4.69 a 4.94, em seis jumentos da mesma raca.

Ja SANTOS (1994) trabalhando com trés jumentos da raca Péga e trés
jumentos mesticos da raca Nordestina com a raca Péga, obteve valores médios
4.3 a 5 para o vigor espermatico.

2.3. Concentracao Espermatica e Numero Total de Esp  ermatozéides
A concentracdo espermatica é resultante da eficiéncia espermatogénica
e a secrecdo de fluido pelas glandulas sexuais acessorias (KENNEY et al.,

1983; VARNER et al., 1991).
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Uma pesquisa conduzida com testiculos de jumentos da raca Péga, na
quantificacdo da espermatogénese com técnica histolégica, constatou que
esses animais apresentam maior eficiéncia espermatogénica por grama de
parénquima testicular entre todos os animais domésticos (NEVES et al., 2002;
2003), concordando com os estudos feitos por EL WISHY (1974) que
comparando testiculos de jumentos e garanhfes, registrou o dobro de

espermatozoides em testiculos de jumentos.

A concentracdo espermatica média varia de 100 a 800x10°
espermatozoides por mL, jumentos geralmente apresentam maior
concentracdo espermética em relacdo a garanhfes (KREUCHAUF, 1984).
Segundo o0 mesmo autor, em revisao sobre o assunto, comenta que a média de
espermatozoides totais em um ejaculado de jumentos € de 20 a 30 bilhdes e os

extremos séo de 2 a 44 bilhdes de espermatozoides totais por ejaculado.

Os estudos realizados até o momento mostram-se controversos aos
aspectos que tangem a influéncia da sazonalidade na producgéo espermatica de
asininos. KREUCHAUF (1984) ndo observou influéncias sazonais da producéo
espermatica em jumentos para as condicbes da Alemanha, ja NISHIKAWA
(1959) observou fortes variacdes da concentracdo espermatica e volume do
ejaculado no Japédo, assim como, GASTAL (1991) no Brasil, que registrou
pequenas variacbes na concentracdo espermatica. Provavelmente, outros
fatores podem ter contribuido para a variacdo observada pelos autores em
adicdo a variacdo da luminosidade, como temperatura e a nutrigao

principalmente.

2.4. Morfologia Espermatica

A fertilidade do reprodutor pode ser avaliada por meio de métodos
diretos como taxa de prenhes, taxa de prenhes por servico, taxa de natalidade,
fecundacdo competitiva, dentre outros. Entretanto, a estimativa da fertilidade
potencial do reprodutor pode ser feita pela realizagcdo do exame androlégico
(PIMENTEL, 1989).

Os primeiros trabalhos de investigacdo sobre patologia do sémen em
animais domésticos foram realizados em touros por WILLIANS & SAVAGE
(1925). LANGERLOF em (1934) citados por OTT (1986) foi um dos primeiros a
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demonstrar que o aumento das anormalidades espermaticas estava associado
com decréscimo da fertilidade em touros e a estabelecer as bases do
espermograma clinico, sendo que em equinos, o primeiro trabalho a envolver a
morfologia espermatica foi de WALTON & FAIR (1928).

NISHIKAWA et al. (1952 e 1959) desenvolveram estudos para realizar
comparacdes entre as caracteristicas da morfologia espermatica entre
garanhdo e jumento. Estes autores observaram que o0s espermatozoides
asininos se assemelham ao dos garanhdes, entretanto, com a cauda mais
longa e a cabeca ligeiramente de formato mais globoso, semelhante ao
espermatozdide do touro e carneiro. Também verificaram a relagdo da

morfologia espermatica com a fertilidade de garanhdes.

A morfologia espermatica de eqlideos apresenta similaridade com as
demais espécies de mamiferos domésticos, porém, a cabeca do
espermatozoide € assimétrica e a inser¢cdo abaxial da cauda é considerada
normal, além de acrossomo relativamente pouco desenvolvido (BIELANSKY &

KACZMARSKI, 1979; MAGISTRINI, 2000).

Ha poucos relatos da ocorréncia de sub-fertilidade ou mesmo
infertilidade em decorréncia de elevados indices de alteracdes na morfologia
espermatica em jumentos (MORAIS, 1990; GEBERS, 1995). CRESPILHO et al.
(2006) descreveram um caso clinico de um jumento mestico, com histérico de
infertilidade, associado com baixa motilidade e alta quantidade de alteracdes
morfoldgicas, principalmente com gota citoplasmatica proximal. Ao realizar a
microscopia eletronica de transmissédo, confirmaram-se irregularidades de
microtubulos, que causou desarranjo no colo espermatico e consequentemente

gota citoplasmatica proximal.

Tentativas ao longo dos anos foram feitas no intuito de quantificar as
alteracbes morfoldgicas e estabelecer sua relagdo com a fertilidade nos
animais, e a espécie com maior numero de trabalhos desenvolvidos foi a
bovina, devido ao grande interesse econémico.

BLOM (1950) propds uma classificacdo dos defeitos espermaticos em
primérios e secundarios. Na opinido do autor, as primeiras alteragdes seriam
geradas durante a espermatogénese e a secundaria durante a maturacao.

DOTT (1975) trabalhando com sémen de garanhdo acrescentou nesta
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classificacdo anormalidades terciarias (artefato de técnica), ou seja, por danos
induzidos ao espermatozodide durante a manipulacéo pos colheita.

RAO (1971) manuseando touros normais e com problemas clinicos
reprodutivos, ndo conseguiu enquadrar as alteracdes morfologicas encontradas
no sémen destes touros na classificacdo de defeitos primarios e secundarios, o

gue levou a contestacao da classificacdo feita por BLOM (1950).

BLOM (1973) refez sua classificacdo original e agrupou as alteracbes
em defeitos maiores e defeitos menores, sendo que a alteracdo morfolégica é

classificada de acordo com seu potencial efeito sobre a fertilidade de touros.

NISHIKAWA (1959) na avaliagdo de sémen de jumentos e de garanhao
classificou as alteragbes morfologicas de acordo com seu local de alteragéo:

cabeca, peca intermediaria e cauda.

No Brasil, de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998), na avaliacdo androlégica de reprodutores
de todas as espécies, a classificacdo das anormalidades espermaticas deve
ser agrupada em defeitos maiores e defeitos menores, baseados na
classificagcdo de BLOM (1973). Seguindo esses critérios, KREUCHAUF (1984)
registrou média de 7,46 e 4,7% de anomalias esperméticas em 204 amostras

de sémen de seis reprodutores asininos africanos.

Uma série de experimentos foram conduzidos usando o sistema de
classificacdo em defeitos maiores e menores. HENRY et al. (1987),
trabalhando com jumentos da raga Nordestina, obtiveram 9,1 e 6,3%, de
anomalias espermaticas para o primeiro ejaculado e 5,3 e 6,0 % de anomalias
espermaticas para o segundo ejaculado, para defeitos maiores e menores,

respectivamente.

ARRUDA et al. (1989), com dados de apenas um reprodutor adulto da
raca brasileira, verificaram 3,06% de defeitos maiores e 3,10 % de defeitos
menores. MORAIS (1990) trabalhando com seis reprodutores da raca Péga
também adultos obteve na mesma ordem média de 8,55% e 7,04% de defeitos

maiores e menores, em 85 amostras de sémen.

Ja4 GEBERS (1995), trabalhando com seis reprodutores da mesma raca,
registrou 5,40% e 4,4 % de defeitos maiores e menores, respectivamente, em

288 amostras de sémen. No entanto, os estudos relatados ndo correlacionaram

63



o percentual de alteracbes na morfologia espermatica com a fertilidade para

jumentos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

O presente experimento foi desenvolvido durante o periodo de
setembro/2006 a janeiro/2007. Foram usados seis jumentos (J1; J2; J3; J4; J5;
J6) com idades de 16, 15, 14, 3.5, 3.5, 3.5 anos, respectivamente, pesando 272
+ 34,97 (231 — 326 kg), pertencentes ao Haras Taruma localizado em
Guaraciaba Zona da Mata do Estado de Minas Gerais. Foram subdivididos em
dois grupos: adultos (J1, J2 e J3) e jovens (J4, J5 e J6).

Os jumentos foram mantidos em baias de alvenaria individuais com
cama de serragem, com livre acesso ao bebedouro, sal mineralizado comercial
especifico para eqiideos (Equifés®, Matsuda, Alvares Machado, SP) além de
feno de capim (Cynodon dactylon cv. Tifton 85), com acesso irrestrito durante
todo o periodo do dia. Além disto, foram oferecidos 20 kg/animal de capim
fresco picado (Pennisetum purpureum cv Elefante), divididos em dois tratos
diarios, sendo que pela manha, antes do primeiro trato, foi fornecido
diariamente a todos os reprodutores uma dose de 20 mL de um suplemento
liquido poli-vitaminico e micro-minerais indicado para equideos (Vitasil®, Vansil

Industria, Descalvado, SP), de acordo com a recomendacéo do fabricante.
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3.2. Avaliacéo seminal

Previamente ao inicio, todos os animais foram submetidos a um
criterioso exame androlégico de acordo com o preconizado por KENNEY et al.
(1983), para exame de garanhdes e todos foram classificados como aptos a

reproducao.

Foram realizadas coletas de sémen com vagina artificial modelo
Botucatu (Biotech®, Botucatu, SP), utilizando égua em estro como manequim
conforme descrito no capitulo I. A temperatura inicial de preenchimento da
vagina foi de 53°C, sendo a presséo ajustada manualmente no preenchimento
de acordo com as dimensdes do pénis de cada reprodutor. Nao foram
permitidas atitudes de fugas por parte dos jumentos, apesar de ser considerado

um comportamento tipico dos asininos (HENRY et al., 1998).

Realizou-se a filtragem e separacdo das fragdes do sémen apos coleta,
e a seguir procedeu-se imediatamente a avaliacdo fisica do sémen, segundo 0s
critérios preconizados por KENNEY et al. (1983) e, para avaliagdo da
morfologia espermatica, utilizou-se 0 método de preparacdo em camara umida,
onde o sémen foi diluido em solugdo de formol salino tamponado de
HANCOCK (1957) previamente aquecido a 37°C, para evitar artefatos de
técnicas.

Foram contadas 200 células em microscopio contraste de fase em
aumento de 1000x, com Oleo de imersdo, e a seguir arranjando os defeitos
esperméticos em anomalias de acrossoma, cabeca, peca intermediaria e
cauda, e posteriormente classificando os em: defeitos maiores e defeitos

menores como preconizado por BLOM (1973) para sémen de touros.
3.3. Analises estatisticas

Para as analises empregou-se 0 programa estatistico SAEG 9,1 (SAEG
—UFV, 2007). Para as variaveis qualitativas, efetuaram-se os testes de Lillinfors
e Cochan e Batrtllet para verificar a normalidade dos dados e homogenicidade
das variancias dos grupos, respectivamente.

Aqueles dados que nao atenderam a premissa da ANOVA, foram

submetidos a analise ndo paramétrica e as médias comparadas pelos testes de
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KrussKall Wallis ou Wilcox com probabilidade de erro de 5%. As variaveis que
atenderam a pelo menos uma premissa, foram submetidos a andlise de

variancia por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de

probabilidade de erro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores registrados para avaliacdo dos parametros fisicos e
morfoldgicos encontram-se sumarizados nas tabelas 1, 2, 3 e 4. A média do
volume sémen (VS) livre da fracdo gelatinosa, de todos os ejaculados foi de
47,27 + 28,66 mL (180 coletas).

O volume de gel no sémen (VG) foi de 71,75 + 54,80 mL nas coletas em
que essa fracdo foi detectavel. A fracdo gelatinosa esteve presente em 30%
das coletas (54/180 coletas), sendo que o jumento J1 foi responsavel por
72,22% das coletas que apresentaram gel (39/54) e com um VG médio de
90,00 £ 51,79 mL. O jumento J2 apresentou essa fracdo em sete das 17
coletas que foram realizadas com esse reprodutor, e 0 VG médio foi de 37,42 +
34,12 mL. O animal J3 apresentou essa fracdo somente em uma coleta (1/40
coletas), e o VG nesta coleta foi de apenas 5 mL. Para as coletas realizadas
com os reprodutores J4 e J5, em nenhuma das coletas feitas no presente
experimento, foi possivel detectar a fragdo gelatinosa. J6 apresentou gel em 7
coletas de um total de 29, e o VG foi de 14,00 £ 54,80 mL (Tabela 1).

O VS registrado no presente experimento foi de 47,27 + 28,66 mL, e
esteve dentro da amplitude considerada normal para jumentos (NISHIKAWA,
1959, KREUCHAUF, 1984, HENRY et al.,1987, MORAIS, 1990). No entanto,
para comparacdes com os demais estudos, o VS absoluto talvez seja de menor
valor, uma vez que a maioria dos relatos com sémen de jumentos da raca Péga
empregou manejos diferentes do presente estudo, como coletas semanais
(MORAIS, 1990); ou apenas uma coleta de sémen (COSTA, 1991); ou
intervalos de coletas diferentes (GEBERS, 1995).
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O valor obtido no presente experimento foi inferior ao relatado por
SANTOS (1994) para trés jumentos Péga (60 mL) e superior a jumentos
mesticos da raca Nordestina relatados pelo mesmo autor. Da mesma forma, os
valores relatados por GEBERS (1995) foram superiores ao presente
experimento. Entretanto, o volume seminal € uma caracteristica bastante
variavel no ejaculado de equideos (RICKETTS, 2005), além disto, alguns
garanhdes tém tendéncia de sempre ejacularem maiores volumes (KENNEY et
al., 1983), como foi o registrado no presente estudo (média de VS para J1
84,62 + 28,07 mL).

Tabela 1: Valores Médios e Desvios Padrdo do Volume Seminal Discriminado
nas Fracdes Gel e Fracdo Livre de Gel em 180 Coletas de Sémen de Seis

Jumentos reprodutores da Raca Péga.

Jumentos Total de Volume Sémen Coletas com Volume Fragéo
(categoria) Coletas (VS) presenca de Gel Gel

(VG)
Ji adulto 40 84,62 + 28,07a 39 90,00 + 51,792
J2 17 43,88 +19,06™ 7 37,42 +34,12"
J3 40 58,82 +13,34°° 1 5,00 + 0,00
Sub-total 97 66,72 £ 22,03 47 77,22 £ 54,48
J4 jovem 28 21,75 6,28ba1a ND** ND**
J5 26 28,99 = ND** ND**

13'05bcfgh

J6 29 26,31 +8,94™" 7 14,00 + 54,80
Sub-total 83 25,41 +£ 15,03 7 14,00 + 14,89
Total 180 47,27 + 28,66 54 71,75 = 54,80

*Diferencas entre letras na mesma coluna indicam diferengas estatistica (P<0,05), para o Teste

de Kruskal Wallis. VS: volume sémen em mL, VG: volume gel em mL; *ND: Nao detectavel.

O VS registrado foi semelhante ao relatado por HENRY et al. (1987)
para jumentos da raca Nordestina (40 mL) e por ARRUDA et al. (1989) em 85
ejaculados de um jumento da raca Brasileira. Entretanto, o intervalo de coleta
no presente experimento foi de 48 a 72 horas, enquanto que nos dois demais
as coletas foram semanais. O valor observado foi inferior aos relatados por
ZALCMAN (1940) citados por BIELANSKI & WIERBOWSKI (1962) para 17

jumentos da raca Hamadan (52mL, 230 coletas).
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Entretanto, o niumero de jovens e adultos nao foi informado, uma vez
que deve ser levado em consideracéo, pois foi evidenciado neste estudo e por
GEBERS (1995) que animais jovens apresentam menores VS em 0poSi¢ao aos

adultos.

Foram registradas diferencas (P<0,05) para a caracteristica volume de
sémen (VS) entre os grupos de jovens e adultos. Os primeiros apresentaram
média de 25,62 mL, em contraste com a média de 62,84 mL dos adultos
(P<0,05). Os jovens estavam em fase de desenvolvimento corporal e
reprodutivo, assim as glandulas sexuais acessorias responsaveis pela maior
fracdo do VS ainda n&o haviam atingido a maturidade e a alta capacidade de
producdo, como € caracteristico de equideos (KENNEY et al., 1983;
THOMPSON, 1992).

O baixo VS apresentado pelos jovens foi o responsavel pelo baixo VS no
presente estudo, pois estes animais contribuiram com 46,11% dos ejaculados
(83/180). Outro aspecto a considerar € que nao existem estudos envolvendo
jumentos jovens, como ha para garanhdes (KENNEY et al.,, 1983), para a
determinacdo do niumero mais adequado de coletas semanais que podem ser
realizadas sem que haja interferéncia nas reservas espermaticas extra-
gonadais, bem como no comportamento sexual. Talvez o intervalo de coletas
de 48 a 72 horas empregado neste tenha sido inadequado para a faixa de

idade de 36 a 41 meses.

A presenca de gel no ejaculado foi influenciada pela idade, uma vez que
0s adultos foram responsaveis por 87% (47/54) dos ejaculados com a presenca
de gel. Estes dados estdo de acordo com GEBERS (1995), que ao agrupar os
animais em jovens e adultos com idades semelhantes aos deste experimento
constatou que os adultos foram responsaveis por 71,11% da presenca do gel
no ejaculado, contra apenas 28,89% para 0s jovens.

As diferencas observadas se dao em funcdo da idade, a presenca e
volume gel, devem ser observadas com ressalvas, pois J3, pertencente ao
grupo dos adultos, apresentou gel detectavel em somente uma coleta (VS: 5
mL).

Talvez o nimero de animais ndo tenha sido suficiente, assim como no

estudo conduzido por GEBERS (1995), para poder realizarem-se conclusdes
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sobre a presenca de gel e sua relacdo com a idade. Entretanto, ja foi relatado
que a presenca de gel no ejaculados de jumentos € uma caracteristica
individual (NISHIKAWA, 1959; KREUCHAUF, 1984). Ainda com relacdo a
presenca de gel no ejaculado, deve-se atentar ao fato que os animais J4 e J5
nao apresentaram gel detectavel em nenhuma das coletas, porém os dois

animais eram jovens (36 meses ao inicio e 41 meses ao final das coletas).

Deve-se mencionar que J6 ndo apresentou a fracdo gelatinosa nas
primeiras coletas da fase experimental, mas passou a apresentar nas ultimas
coletas. Especula-se que caso 0 periodo de coletas se estendesse por um
periodo de tempo maior, talvez J4 e J5 poderiam passar a apresentar a fragéo

gelatinosa no ejaculado como fez o animal J6.

Os parametros medios de motilidade total (MOTT), motilidade
progressiva (MOTP) e vigor (VIG) obtidos para os seis reprodutores foram de
84,22% + 6,04, 74,47 £ 7,06% e de 3,87 £ 0,51, resp ectivamente.

Os parametros espermaticos de MOTT, MOTP e VIG em jumentos
adultos se mostraram inferior ao grupo de jovens (p<0,05) (Tabela 2). As
meédias foram respectivamente para jovens e adultos para MOTT de 82,31+
6,73% versus 86,44 + 4,17; de MOTP 71,90 = 7,68 % versus 72,46 = 4,77%
para jovens, e o VIG de 3,75 + 0,56 versus 4,17 =+ 0,31 jovens. Estes resultados
discordam de GEBERS (1995), que nao registrou diferencas entre jovens e

adultos, ainda com tendéncia numérica maior para adultos.
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Tabela 2: Valores médios e desvios padrao da motilidade total (MOTT), da
motilidade progressiva (MOTP) e do vigor espermatico do sémen fresco in
natura em 180 Coletas de sémen de seis jumentos reprodutores da raca Péga*

Jumentos Ne° MOTT* MOTP* VIG**
(categoria) Coletas

J1 adulto 40 79,12 + 4,922 69,12 + 4,782 3,31 + 0,242
J2 17 75,58 +5,83% 62,05 + 6,65 3,35+ 0,232
J3 40 88,37 +2,37°%® 78,87 + 2,65 4,36 + 0,22°
Sub- 97 82,31+ 6,73 71,90+7,68 3,75+0,56
total

Ja jovem 28 88,03 + 2,839 80,35 + 3,589 4,33 +0,23°
J5 26 87,69 + 4,529 77 88 + 4 72bded 4,32 +0,24°
J6 29 83,79 + 3,69%M 74 31 + 3,923 3,87 £0,21°
Sub- 83 86,44 + 4,17 72,464,777 4,17+0,31
total

Total 180 84,22 + 6,04 74,47 + 7,06 3,87 +0,51

*Diferencas entre letras na mesma coluna indicam diferencas (P<0,05), para o Teste de
Kruskal-Wallis MOTT: motilidade total, MOTP: motilidade progressiva, **VIG: vigor diferentes

letras denotam diferencas estatisticas para o teste TUKEY com probabilidade de erro de 5%.

Os valores de MOTT e MOTP estiveram dentro dos valores
considerados normais pelos autores NISHIKAWA (1959) HENRY et al. (1987),
ARRUDA et al. (1989), MORAIS (1990) e COSTA (1991). Entretanto, os
resultados foram inferiores aos relatados por GEBERS (1995) MOTT 95,27% e
MOTP 91,25%, contudo, semelhantes aos registrados por MORAIS (1990) e
COSTA (1991) também em estudos com jumentos da raga Péga.

O VIG espermatico médio registrado nesta pesquisa esta de acordo com
a faixa de valor de vigor espermatico considerado normal para jumentos
(HENRY et al., 1987; ARRUDA et al., 1989; MORAIS, 1990; COSTA, 1991). O
VIG foi semelhante ao relatado por MORAIS (1990) e COSTA (1991), porém,
inferiores aos relatados por GEBERS (1995). A presenca de gel e o VG no
ejaculado estiveram associados com decréscimo no VIG (r = - 0,60), assim

guanto maior o VG pior foi o VIG.
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Para o presente sistema de intervalos de coletas de 48 a 72 horas, o0s
valores meédios totais de concentracdo esperméatica (CONC) foram de 254,64 +
91,25 x10%mL e nimero total de espermatozéides (EET) de 10,3 + 4525, 26 x
10° de espermatozéides. Os adultos apresentaram menores CONC (TABELA
3), mas maior niumero de EET (Tabela 3) em relacdo aos jovens (P<0,05). A
explicagdo mais adequada para isto € a de que os adultos ja completaram o
processo de desenvolvimento testicular, assim como a producdo de liquido
seminal pelas glandulas sexuais acessoérias, em 0Oposicdo aos jovens que se

encontravam em fase de desenvolvimento somatico e reprodutivo.

O valor da CONC obtido foi de 254,64 + 91,251 x 10°
espermatozoides/mL, semelhante e incluido na amplitude citada como normal
pelos autores (HENRY et al.,, 1987; ARRUDA et al.,, 1989; MORAIS, 1990;
COSTA, 1991; GEBERS, 1995).

Realizou-se coletas a cada 48 a 72 horas, ja nos demais foram
semanais. Nota-se tendéncia de estudos mais antigos envolvendo coleta de
sémen de jumentos, o emprego de intervalos semanais. Apesar dos intervalos
de coletas terem sido mais curtos, o EET esteve incluso na amplitude
considerada normal (MORAIS, 1990; COSTA, 1991; GEBERS, 1995).
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Tabela 3: Valores médios e desvios padrdo da concentracdo espermatica
(x10°espermatozoides/mL) e do numero de espermatozéides totais no
ejaculado (x10° espermatozdides) (valor sem correcdo de perdas no
equipamento de coleta e gel) do sémen fresco in natura em 180 coletas de

sémen de seis jumentos reprodutores da raca Péga.*

Jumentos Coletas CONC (x10°) Espermatozdides Totais

(categoria). x109)/ejaculado**
Média Individual e Média Individual e grupo
grupo

J1 adulto 40 151,50+34,34° 12,58 +5707,75

J2 17 144,23+25,43% 6,17+ 2276,366

J3 40 225,75+17,44"% 13,19 +2728,13

Sub- 97 180,84+4633761 11,71+4877,418

total

J4 jovem 28 350, 78+46,53"0 7,5 +1870,27

J5 26 333,60+35,96""" 9,4 +4410,19

J6 29 340,62+32,39""" 9 +3393,82

Sub- 341,95+3894723 8,52+3517434

total

Total 180 254,64+91,25 10,3 + 4525, 26

*Diferencas entre letras na mesma coluna indicam diferencas estatistica (P<0,05), para o Teste
de Kruskal-Wallis CONC: Concentragdo Espermatica E.total: numero de espermatozoides
totais no ejaculado. ** Espermatozéides totais diferentes letras denotam diferencas estatisticas
pelo teste de TUKEY (P<0,05).

Os valores registrados para alteracdes na morfologia espermética
foram de 7,97 = 3,02 % defeitos maiores (DMA) e de 6,80 + 1,59% para o0s
defeitos menores (DME) (Tabela 4).

A classificagdo de BLOM (1973) em DMA e DME, mesmo para
bovinos, espécie na qual ela foi inicialmente estabelecida, deve ser empregada
com cautela, devendo ser empregada como um guia auxiliar e ndo como regra,
uma vez que nao foram desenvolvidos muitos estudos sobre os efeitos de uma
alteracdo morfologica individual ou grupos, e sobre qual realmente seria seu
potencial efeito na reducao da fertilidade.

Além disso, raramente as alteracdes morfolégicas ocorrem ao ponto de

se poder estudar de forma individual e seus efeitos na fertilidade (KENNEY et
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al., 1983; BRITO, 2007). Entretanto, animais com maiores percentuais de
anomalias espermaticas apresentam piores niveis de fertiidade ou até
infertilidade (KENNEY et al, 1983, FERNANDES & PIMENTEL, 2002;
CRESPILHO et al., 2008).

Os defeitos espermaticos relatados para jumentos Sado escassos.
ARRUDA et al. (1989) encontrou 3,06 e 3,1% de DMA e DME,
respectivamente, em 85 coletas de um reprodutor da raca Brasileira, e
GEBERS (1995) registrou 5,4% e 4,4% de DMA e DME, nesta ordem, para
sémen de jumentos Péga, sendo que ambos os relatos foram ligeiramente
inferiores ao registrado no presente estudo (7,97 + 3,02% e 6,80 +1,59% para
DMA e DME, respectivamente).

Entretanto, os valores do presente experimento foram proximos ao
relatado por HENRY et al. (1987) para a raca Nordestina (9,1% e 5,3% para
DMA e DME, respectivamente), e inferiores aos relatados por MORAIS, (1990)

para animais da raca Péga.

Tabela 4: Valores médios e desvios padrdo do percentual de alteracdes da
morfologia espermatica no sémen fresco in natura (discriminada em Defeitos
Maiores (DFA), Defeitos Menores (DFE) e Defeitos Espermaticos Totais (DFT))

em 180 coletas de sémen de seis jumentos reprodutores da Raca Péga.*

Jumentos Coletas Defeitos Esperméticos

(categoria) Defeitos Defeitos Menores Defeitos
Maiores (%) (%) Totais (%)
Individual Individual Individual

J1 adulto 40 11,20 + 2,05° 06,86 +0,542 18,06+2,37°

J2 17 13,29 + 1,52 10,29 +1,61™ 23,58+1,72%

J3 40 05,98 +1,36™ 05,70 +1,08"* 11,68%2,35*

Sub-total 97 9,41 43,42 6,98+1,94 16,40+4,96

J4 jovem 28 05,64 +0,78°%9 07,10 +0,58%" 12,75+0,95"%9

J5 26 07,28 £ 0,47™™ 06,63 +1,62°% 13,92+1,59"

J6 29 06,00 +0,61°%9 06,03 +0,44"%" 12,03+0,77°%9

Sub-total 83 6,28+0,94 6,58+1,08 12,86%1,37

Total 180 07,97 + 3,02 06,80 +1,59 14,77+4,14
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*Diferencas entre letras na mesma coluna indicam diferencas estatistica (P<0,05), para o Teste
de Kruskal Wallis Def. Maior: defeitos espermaticos maiores, Def. Menor: Defeitos

espermaticos menores, Def. Totais: Defeitos esperméticos totais.

Jumentos jovens apresentaram o0s mais baixos percentuais de
alteracdes na morfologia espermética (P<0,05). Outro aspecto que pode ter
contribuido com a elevacdo essas médias foram o animal J1 (11,20 + 2,05 e
06,86 * 0,54 defeitos espermaticos maiores e menores, respectivamente) e J2
(13,29 £ 1,52 e 10,29 £1,61 defeitos espermaticos maiores e menores,
respectivamente). J1 e J2, naturalmente pela maior idade, tém tendéncia de
apresentacao de maiores percentuais de defeitos espermaticos.
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5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente estudo péde-se concluir que:
0s parametros espermaticos foram influenciados pela idade; a presenca e o
volume de gel no ejaculado se mostraram como caracteristicas aparentemente
com efeitos da idade, porém, individualmente, mais importante em relacdo a
idade.

A concentracdo espermatica foi maior nos animais mais jovens, 0
namero de espermatozdides totais presentes no ejaculado foi maior no grupo
de animais adultos; a patologia espermatica apresentou valores mais baixos no
grupo de animais jovens, os valores registrados para defeitos maiores e
menores se encontraram proximo ao registrado em outros estudos.

Estes dados podem servir de referéncias para novos estudos, todavia,
levantamentos de campo e novos estudos devem ser conduzidos envolvendo
maior numero de animais para que sejam construidos valores de referéncia

para a especie.
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IV — CAPITULO

CONGELAMENTO E FERTILIDADE DO SEMEN DE JUMENTOS
DA RACA PEGA EM EGUAS INSEMINADAS POS-OVULACAO
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1. INTRODUCAO

As biotecnologias da reproducdo se colocam como uma importante
ferramenta a servico da equideocultura mundial, como instrumento direto do
melhoramento genético. Dadas as vantagens proporcionadas pela inseminacgéo
artificial (1A), esta talvez seja a biotecnologia com maior impacto na produgéo
equidea, pois um reprodutor pode deixar centenas de descendentes ao longo

de sua vida reprodutiva quando a IA é usada eficientemente.

Por muitas décadas, o desenvolvimento e utilizacdo da IA nos equideos,
principalmente com sémen congelado, esteve restrito devido a imposi¢cdes por
muitas associa¢cfes de criadores que ndo permitiam a utilizacdo da técnica
(SAMPER, 2007).

Recentemente, as legislacbes das associacdes de criadores de
eglideos em diversos paises do mundo se tornaram mais flexiveis, permitindo
0 registro de produtos oriundos desta biotecnologia, fazendo com que
houvesse um grande impacto na industria equestre em todo o mundo,
principalmente a dos USA (LOOMIS & SQUIRES, 2005; LOOMIS, 2006), da
Europa (AURICH & AURICH, 2006) e do Brasil (PAPA et al., 2005).

Em 2000, a Associacdo Americana do Cavalo Quarto de Milha e
Associacdo Americana do Paint Horse passaram a permitir a utilizacdo do
congelamento de sémen. As duas associacdes respondem como associacao
mundial destas duas racas que juntas possuiam naquele ano cerca 5,1 milhdes
de cavalos registrados pelo mundo, sendo que 300.000 éguas séo cobertas a

cada ano.



Isto fez com que o mercado do sémen congelado se tornasse mais
valorizado em todo o mundo e para todas as racas (LOOMIS & SQUIRES,
2005). No Brasil a Associacdo Brasileira de Criadores de Jumento Péga,
principal associacdo de criadores de asininos revisaram seus conceitos e

passaram a permitir a utilizacéo desta biotecnologia (NUNES, 2007).

O congelamento de sémen teve seu inicio com a descoberta acidental
das propriedades crioprotetoras do glicerol por pesquisadores ingleses da
Universidade de Cambridge (POLGE et al., 1949). A partir desta descoberta
diversos protocolos de congelamento de diferentes tipos de células puderam
ser desenvolvidos (CHENIER, 1999).

A comunicagdo do nascimento do primeiro potro proveniente de
inseminacao artificial com sémen congelado foi 1956, por pesquisadores
canadenses da Faculdade de Veterinaria de Ontario (BARKER & GANDIER,
1957). Os autores obtiveram fluido do epididimo rico em espermatozoides, de
garanh®es que haviam sido recém castrados.

ApoOs o congelamento e descongelamento do sémen, sete eéguas foram
inseminadas e uma veio a parir. Aparentemente 0s primeiros relatos na
literatura envolvendo congelamento de sémen em jumentos foram feitos por
POLGE & MINOTAKIS (1963) e KRAUSE & GROVE, (1967).

Posteriormente, a estes relatos pouca tecnologia foi desenvolvida nas
duas décadas subsequentes. Grande parte disso foi devido a substituicdo da
funcdo de forga motriz dos equideos pelos veiculos automotivos. No inicio da
década de 70, houve um incremento no interesse por equideos, foi entdo que
pesquisadores europeus e japoneses intensificaram experimentos com sémen
congelado de equideos (MERKT et al., 1975; NISHIKAWA, 1972; TISCHNER,
1979; MARTIM et al., 1979).

O trabalho da tese de doutorado do brasileiro José Costa Martim, na
Escola Superior de Veterinaria de Hannover, Alemanha ocidental, talvez tenha
sido responsavel pelo estudo de maior impacto na tecnologia de congelamento
de sémen de equideos. Foi revolucionario no sentido de metodologia de
envase, passando da técnica de pellet para macrotubos, sistema de controle
folicular e principalmente desenvolvimento do classico diluidor de

congelamento glicose-gema EDTA (MARTIM et al., 1979), e aparentemente
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talvez seja até os dias atuais um dos mais utilizados em todo o mundo (KLUG,
1992; SAMPER & MORRIS, 1998; PICKETT et al., 2001).

No Brasi,| o congelamento de sémen de equinos foi introduzido pelo
professores Romildo Romualdo Weiss da Universidade Federal do Parana, e
Carlos Antonio Mondino Silva da Universidade Federal de Santa Maria, na
década de 70, inicialmente nos estados do sul do Brasil e posteriormente S&o
Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (VIANNA, 2000).

Quanto ao congelamento de sémen de jumentos os primeiros estudos
conduzidos com a espécie no Brasil sdo de autoria do Dr. Rogério Viera e do
Dr. Rubens Paes de Arruda (VIEIRA et al., 1985, ARRUDA et al., 1986 e 1989),
experimentos esses conduzidos na Unidade de Pesquisa Pecuaria Sudeste da
Embrapa de Séo Carlos — S&o Paulo. Sendo que nestes trabalhos iniciais todos
0s pesquisadores utilizaram a metodologia alema de congelamento, da Escola

Superior de Veterinaria de Hanover Alemanha.

Apos os trabalhos iniciais de VIEIRA et al. (1985) e ARRUDA et al. (1986
e 1989), observa-se uma grande lacuna de trabalhos de pesquisa com

congelamento de sémen de jumentos no Brasil, a citar apenas o trabalho de
SILVA (1995), PAPA et al. (1999) e OLIVEIRA (2005).

Contudo, o primeiro autor nédo realizou teste de fertiidade de campo,
mas sim apenas avaliacdes laboratoriais, e 0s segundos autores inseminaram
apenas trés éguas. O ultimo autor realizou criteriosa e sofisticada avaliacédo
laboratorial, além de adequado numero de 53 inseminacdes em jumentas,
contudo apenas 10 éguas foram inseminadas para efeito de comparagdo com

as primeiras.

Segundo VIDAMENT et al. (2008), h& grande diferenca na fertilidade do
sémen congelado de jumento quando utilizado na inseminacao de éguas ou de
jumentas. E de acordo com VIDAMENT (2005), em revisédo dos resultados de
20 anos de congelamento de sémen da Franca, concluiu que para uma correta
avaliacdo de um estudo sobre congelamento sémen, acredita ser o numero

ideal de 100 ciclos por tratamento para adequado teste de fertilidade.

Aparentemente, o maior programa de inseminacgdo artificial de equideos
com sémen congelado de garanhdes e jumentos, foi realizado no Norte da

China, por PIAO e colaboradores (1988), onde o0s autores descrevem
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inseminacao de 89.176 éguas e jumentas sem discriminacdo do numero exato
entre cada uma das espécies, no periodo de 1982 a 1987, sendo que o diluidor
utilizado foi a base de gema de ovo e glicerol.

Atualmente, a Franca e Alemanha s&@o os dois paises europeus que
mais se destacam na utilizacéo rotineira de sémen congelado de equinos para
animais de racas de hipismo cléssico, principalmente a raca Sela Francesa e
Hanoveriana, respectivamente. Os dois paises possuem criteriosos programas
de selecéo de reprodutores por desempenho atlético associado com eficiéncia
reprodutiva (KLUG, 1992; VIDAMENT, 2005; AURICH & AURICH, 2006;
VIDAMENT et al., 2008).

Na Franca, somente em 2004, 6900 éguas foram inseminadas com
sémen congelado sendo que 2200 éguas foram inseminadas com garanhdes
do Nacional Stud Francés e 4700 éguas com sémen de garanhdes da iniciativa
privada (VIDAMENT, 2005).

De acordo com o autor neste pais, na raca Sela Francesa, principal raca
eguestre da Franca, 35% de 7500 eguas, de propriedade privada se tornaram
gestantes pelo uso de sémen congelado. Mundialmente, os Estados Unidos da
América € o pais, onde a inseminagdo artificial com sémen congelado e

aplicado em maior numero principalmente em animais da raca Quarto de Milha.

Contudo, o congelamento de sémen em equideos poderia estar sendo
empregado em maior escala, como os bovinos, assim de acordo com CURRY
(2000) somente 50% das células sobrevivem ao processo de congelamento,
guando os indicadores de viabilidade foram motilidade e integridade de
membrana, na concepcao do autor essa seria uma das grandes razdes pelo

qual o congelamento de sémen ndo vem sendo empregado em larga escala.

O mesmo autor em revisdo comenta que existem inimeras diferencas
nos parametros biofisicos entre espécies animais, tais como superficie celular,
volume celular, volume de agua e permeabilidade de membrana a agua. Assim
os protocolos devem ser desenvolvidos de acordo com as caracteristicas das
espécies, e em asininos a maioria dos protocolos empregados para 0
congelamento advém de metodologias da espécie equina. Neste sentido
experimentos com asininos devem ser realizados para que possa mais

eficientemente realizada essa biotecnologia na espécie em questao.
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Atualmente, no Brasil, o0 maior interesse no reprodutor jumento € como
doador de sémen para a producdo de muares. Os muares sdo produtos
bastante desejaveis no meio rural, pois reune as melhores caracteristicas
destas duas espécies em um unico animal (SANTOS, 1994). Pois sao animais

dotados de grande forca e resisténcia fisica, além de alta rusticidade.

Caracteristicas estas altamente desejaveis para o trabalho agropecuario
em tracdo animal e, principalmente, em grandes fazendas de producao de
bovinos de corte no Brasil Central. Observa-se na literatura falta de
experimentos conduzidos com adequado delineamento experimental,
envolvendo congelamento de sémen de jumentos que utilize adequado namero

de inseminac¢des em éguas.

Os objetivos deste experimento foram estudar alguns aspectos
envolvidos na criopreservacdo do sémen de jumentos, destacando-se: a)
Comparar dois diluidores de congelamento de sémen, tradicionalmente,
empregados para outras espécies; b) Avaliar a fertilidade de éguas
inseminadas pos-ovulacao; c) avaliacdo do uso da coloracdo eosina-nigrosina
e do HOST.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Inseminacao artificial em equideos

A inseminacdo artificial (IA) nos animais domésticos, supostamente,
comegou com os equideos, quando em 1322 um chefe arabe determinou que
seus empregados esfregassem um chumaco de algoddo embebido em urina
de uma égua em cio na narina de um garanhdo de uma tribo rival, que por sua
vez foi o suficiente para excitar o garanhdo e induzir a ejaculagdo em um
chumaco de algodéo, que foi na sequéncia posto no fundo da vagina de uma
égua em cio, e deste acasalamento nasceu um grande campedo (AMANN &
PICKETT, 1987, SQUIRES et al., 1999).

Contudo, relatos cientificos datam o seu primeiro uso pelo fisiologista
italiano L. Spallanzani, no final do século XVII. Inicialmente, pesquisou 0 uso
desta biotecnologia em cées e mais tarde em equinos, incluindo o estudo do
efeito do congelamento sobre os espermatozoéides. J4 no século XIX, um
professor da Universidade da Pensilvania nos Estados Unidos, reportou o
sucesso da utilizagao da IA em equinos (DAVIES MOREL, 1999).

Inicialmente, a IA foi empregada na Francga para resolver problemas de
fertilidade. Apds E.l. Ivanoff, chefe de um grande programa de inseminacao
artificial russo, observou que o resultado das inseminacdes artificiais, quando
realizadas ou supervisionadas por ele, apresentava resultado superior ao da
monta natural (31/39 — 71% versus 10/23 — 42%).
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Apoés a Primeira Guerra Mundial, a Estacdo Experimental dirigida pelo
referido veterinario inseminou 120.000 éguas. Deste modo, sequencialmente a
IA em eqliideos comecou a se tornar popular em outros paises. A China talvez
seja 0 pais com o maior programa de IA em eqlideos, sendo que,
aproximadamente, 600.000 éguas foram inseminadas apenas em 1959
(DAVIES MOREL, 1999) e cerca de 90.000 em anos posteriores (PIAO et al.,
1988).

BERLINER et al. (1938) descrevem um dos programas pioneiros
comerciais para a producédo de muares, equinos e asininos iniciado em 1936 no

estado do Mississipi, Estados Unidos.

No Brasil, coincidentemente, a inseminacédo artificial também comecou
com equideos, no sul do pais, poréem apés este periodo inicial, a 1A em
equideos experimentou severo declinio e desuso, devido grandemente as
restricbes impostas por muitas associacoes de criadores de cavalo e pela
perda da utilidade como for¢ga motriz (MIES FILHO, 1987).

Atualmente, a IA é largamente usada no Brasil por quase todas as racas
de equlideos, as excecdes ficam para o Puro Sangue Inglés, que somente
permite uso da monta natural. E a ragca Crioula, em que se admite a
inseminacao artificial em condi¢cdes especiais, quando o reprodutor se torne
incapacitado (fisicamente) de realizar a monta e tenha sido campeéo em prova
de freio de ouro, e também a Mangalarga Marchador, a maior associacédo que
apenas permite o uso de sémen resfriado transportado e ndo do sémen

congelado.

Recentemente a ABCJPéga (Associacdo Brasileira de Criadores de
Jumento Péga), a mais importante associacdo de criadores de jumentos,
passaram a permitir o uso da IA com em todas em todas as modalidades para

a producéo de muares e asininos.

A inseminacao artificial conjuntamente em todas as suas modalidades
(sémen in natura, fresco, diluido, transportado ou congelado) oferece diversas
vantagens em relagdo a monta natural, sendo as principais o melhoramento

genético, sanitario e zootécnico.

Além destas, pode-se citar: a possibilidade de fracionamento do

ejaculado do reprodutor, de acordo com a qualidade e concentracdo em varias
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doses inseminantes; reducdo da dose inseminante para éguas/jumentas com
resposta uterina exacerbada; maior utilizacdo do sémen de garanhdes e
jumentos geneticamente superiores para um maior nimero de éguas e ou
jumentas; permite o armazenamento do sémen congelado por periodo de
tempo indeterminado; permite a estocagem de material genético de espécies e
ou racas ameacadas de extingdo; permite o armazenamento de sémen de
determinadas linhagem de equideos que podem ser utilizadas futuramente
para correcdo de erros de acasalamentos, e assim a retomada de
determinadas caracteristicas favoraveis perdidas na selecdo praticada
anteriormente; tratamento do sémen com antibioticos presentes no diluidor e
utilizacéo de técnicas de higiene no momento da colheita, do processamento e
da inseminacao que evitam a transmissao de doencas venéreas e a ocorréncia
de infec¢des uterinas; utilizacdo de manequins para a coleta de sémen, de
forma a evitar acidentes com o reprodutor (garanhdo e jumento) e com éguas
ou jumentas valiosas; permite a producdo de muares para jumentos n&o
condicionados a monta natural em éguas; permite que jumentos n&o
condicionados a monta natural em jumentas, mas condicionado em éguas
possa ter seu sémen coletado e empregado na IA em jumentas; permite
contornar problemas de grandes distancias entre reprodutores e fémeas
(jumentos de alto valor genético no sudeste pode ter o seu sémen resfriado ou
congelado, e transportado para os extremos norte e sul do pais para producéo
de asininos e muares); prevenir o sobre - uso de reprodutores a monta natural;
evita o stress do transporte de fémeas (éguas/jumentas) sem/com o produto
(potro, muar, asinino) até o reprodutor, minimizando com isso a disseminacao
de doencas infecciosas; contornar as dificuldades do uso da monta natural em
éguas por jumentos ndo condicionados; a utilizacdo de vagina artificial que
possibilita a obtencdo de sémen de melhor qualidade, melhor
acompanhamento da qualidade do sémen apds a colheita e descarte de
ejaculados de ma qualidade; e a utilizacdo de diluidores seminais que tenham
fatores protetores e nutritivos para as células espermaticas, que permitam
melhorar a viabilidade do sémen, e com isto a taxa de prenhes (BERLINER et
al., 1938; AMANN & PICKETT, 1987; CARVALHO, 1992; SILVA FILHO, 1994;
WATSON, 1995; SQUIRES et al., 1999; DAVIES MOREL, 1999, 2008; ROTA
et al.,2008).

91



Contudo, para o sucesso de um programa de inseminacao artificial deve
ser sempre associadas a 6timos niveis de manejo geral, nutricional e sanitario,
mao-de-obra treinada (WATSON, 1995; DAVIES-MOREL, 2008). Os custos do
equipamento necessarios variam de acordo com a metodologia e modalidade

empregadas.

Como fatores limitantes a inseminacéo artificial estaria a exigéncia de
médico veterindrio para a coleta e processamento do sémen, custos com
transporte e/ou estocagem de sémen e riscos de acidentes dos técnicos
envolvidos com o processo, diminuicdo da fertiidade do sémen congelado
(SQUIRES et al., 1999), especialmente do sémen de jumentos empregado na
inseminacdo artificial em éguas porém principalmente em jumentas
(VIDAMENT et al., 2008). Porém, as vantagens obtidas com o uso da IA,
certamente, superam as limitagbes (CARVALHO, 1992; SQUIRES et al., 1999).

SILVA FILHO (1994), em um experimento sob condi¢cdes controladas
com animais da ragca Campolina e Bretd, no Setor de Equideocultura DZO-
UFV, comparou a IA com a monta natural, obtendo apds 49 ciclos com IA e 25
ciclos com monta natural, taxa de prenhes de 78% e 84 %, sem diferencas
estatisticas significativas entre os sistemas de cobricdo. SQUIRES et al. (1999)
também reportam a obtencdo de melhores resultados com uso da inseminacao

artificial em relacdo a monta natural.

A 1A pode ser realizada utilizando diferentes formas de processamento
do sémen: in natura; diluido; diluido e transportado; diluido, resfriado e
transportado; e congelado. Cada uma das tecnologias de processamento
apresenta vantagens, limitacbes e indicacdes (CARVALHO, 1992; DAVIES
MOREL, 1999).

Quanto as técnicas de colheita de sémen, a mais amplamente utilizada é
a da Vagina Atrtificial (VA) fechada, podendo ainda, ser modificada, utilizando-
se a técnica de VA aberta, cuja principal finalidade é a colheita fracionada de
sémen (TISCHNER, 1979).

Héa varios tipos de VA fechada como: Hanover, Colorado, Botucatu,
Nishikawa ou Japonesa, Missouri, entre outras, sendo que as mais utilizadas
em todo territério nacional sdo as do modelo alemé&o (Hanover), seguidas pelo

modelo brasileiro (Botucatu).
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Outra modalidade de colheita, utilizada em casos que o reprodutor
apresenta incapacidade de monta ou disfuncdo comportamental, € com a
utilizacdo de farmacos (iminaprina e xilazina) indutores da ejaculacdo, em que
razoavel sucesso € obtido (MCDONNELL, 2001; SAMPER, 2007).

Quanto a metodologia de IA a ser empregada, diversos fatores devem
ser considerados, uma vez que podem ser muitas as variaveis envolvidas no
processo como: localizagdo da(s) propriedade(s); momento inseminante (pré
e/ou pos-ovulacdo); numero total de espermatozoéides; volume; diluidor;
temperatura de armazenamento; caracteristicas individuais de qualidade do
sémen do reprodutor; valor do sémen; reposta inflamatéria uterina da fémea a
ser inseminada; tipo de estro; momento da estacédo; raca (legislacao), entre
outros fatores (SILVA FILHO, 1994; VALLE et al.; 1999; BRINSKO et al., 2000).

A utilizacdo de sémen fresco, diluido e resfriado, implica em maior
flexibilidade de manejos de controle folicular, momento e local de deposi¢céo do
sémen. Em contrapartida, a utilizacdo do sémen congelado exige um manejo
mais rigido, palpacdes retais mais frequentes e quanto ao local de deposicéo,
preferencialmente, o mais profundo no corno uterino ipsilateral a ovulacdo
(SAMPER et al., 2007; DAVIES-MOREL, 2008).

2.1.1. Sémen in natura, diluido, resfriado transportado e congelado de

equideos

O sémen in natura deve ser colhido e utilizado, imediatamente, no
proprio local. Tem como vantagens a economia do uso de diluidor. Contudo, a
qualidade espermatica ndo € preservada (KENNEY et al.,, 1975), e os
parametros de motilidade e vigor, diminuem rapidamente e o metabolismo
espermatico se mantém elevado; além de ndo permitir o resfriamento e a

armazenagem.

O local de deposicdo do sémen pode ser 0 corpo ou O corno uterino
(SILVA FILHO, 1994), e o volume espermatico deve ser de até 3 mL (XAVIER,
2006). O regime de inseminacdo mais recomendado é de inseminar a cada 48
horas, a partir da deteccao de um foliculo ovariano de 3,0 a 3,5 cm ou a partir
do segundo dia da deteccao do cio da égua (CARVALHO, 1992).
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Trabalhos comparando a inseminacgao artificial com sémen in natura e
sémen diluido fresco, utilizando éguas e garanhdes de fertilidade normal, ndo
encontraram diferencas entre diluicdo e nédo diluicdo (SILVA FILHO, 1994;
VIANNA, 2000). SILVA FILHO (1994) comparou o efeito da inseminagcdo com
dose inseminante de 400 milhdes de espermatozoides com movimento
progressivo, em eéguas da raca Mangalarga Marchador, com sémen in natura e
sémen diluido em: leite desnatado-glicose, lactose-gema, e diluidor a base de

glicina.

A taxa de concepcéao ao primeiro ciclo foi de 71,43%; 61,54%; 78,57% e
78,57%, respectivamente, ndo sendo observada diferenca significativa entre o

sémen in natura e acrescidos de diluidores.

VIANNA (2000) utilizando a dose inseminante de 400 milhdes de
espermatozoides, comparou duas modalidades de inseminacdo em apenas um
ciclo em éguas da raca Crioulo, com sémen in natura (n = 160 éguas) e sémen
diluido (n = 142 éguas) com diluidor a base de lactose-gema de ovo, utilizou
um esquema de inseminacdes a cada 36 horas a partir da deteccdo de um
foliculo com 3,0 e 3,5 cm com égua em estro, obtendo taxas de prenhes aos 15
dias de 80% e 78,9%, respectivamente, porém ndo houve diferencas

estatisticas entre as técnicas.

BERLINER et al. (1938) descrevem um programa de inseminagao
artificial com uso de sémen in natura para a producdo de muares, equinos e
asininos. Sendo que o sémen de garanhdes e jumentos foi colhido com vagina
artificial modelo Mississipi, e imediatamente fracionado em doses de 2 bilhdes
de espermatozdides, e armazenado por um periodo de duas horas a
temperatura ambiente em seringas, e a seguir empregado na inseminacao
artificial de éguas em jumentas. Neste pioneiro relato os autores relatam

sucesso com a técnica.

O sémen diluido tem como vantagens o tratamento antibidtico,
diminuindo a proliferacdo bacteriana; diluicdo de fatores toxicos presentes no
plasma seminal; melhoria da fertilidade do sémen devido ao aporte de
nutrientes para espermatozéides contidos no diluidor; maior flexibilidade de
inseminacdo, em que o sémen apos diluido e armazenado adequadamente,
pode ser transportado em curtas distancias sem necessidade de resfriamento,

entre haras proximos e, se devidamente protegido dos raios solares permanece
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conservado por até uma hora apés a colheita, sem prejuizo a fertilidade; e ha
possibilidade do fracionamento para utilizacdo em maior numero de éguas,
devido a expansdo do volume diluidor mais o sémen (CARVALHO, 1992;
SQUIRES et al., 1999).

Os diluidores utilizados para sémen fresco e resfriado de equideos séo
constituidos por 4gua, tampdes, substancias ndo iénicas, agucares, diferentes

tipos de macromoléculas e antibiéticos.

De maneira geral, os diluidores podem ser divididos em quatro grupos:
salinos, acrescidos de gema de ovo, de leite e derivados, e 0s que apresentam
albumina sérica bovina (AMANN & PICKETT, 1987; SILVA FILHO, 1994;
MELLO et al., 2000; BOETA).

Um bom diluidor ou extensor para sémen de equideos, segundo AMANN
& PICKETT (1987) e SILVA FILHO (1994) deve proporcionar: pressao osmotica
compativel com a célula espermética de acordo com a modalidade de
processamento do sémen; apropriado equilibrio mineral; combinacdo adequada
de nutrientes; capacidade de neutralizar catabolitos espermaticos; substancias
protetoras para as variacbes de temperatura, principalmente para o frio;
capacidade de estabilizagdo de membranas e sistemas enzimaticos; auséncia
de microorganismos patogénicos; apresentar baixo custo; facil aquisicdo, baixa

irritabilidade ao aparelho genital e ndo oferecer toxicidade ao espermatozoide.

Embora ainda ndo haja um diluidor ideal, capaz de oferecer alta
longevidade espermatica, alta taxa de sobrevivéncia espermatica ao
congelamento aliado a méaxima fertilidade ainda esteja por ser formulado, um
grande numero de diluidores vem sendo testado ao longo de décadas com
esse proposito (KENNEY et al., 1975; MARTIM et al., 1979; SILVA FILHO et
al., 1987; PIAO et al., 1988; BURNS & BURNS, 1992; TRIMECHE et al., 1997,
BATELLIER et al., 1997; PAPA et al., 2002; PAPA et al., 2005). A maioria dos
extensores usados para sémen de equideos € a base de gema de ovo, leite ou
seus produtos derivados (SILVA FILHO; 1994; SQUIRES et al., 1999).

Os diluidores mais utilizados para sémen de equideos em todo o mundo,
assim como no Brasil, sdo derivados de leite, além de outros diluidores a base

de gema e solucdes poli-ionicas em menor escala (CARVALHO, 1992; BOETA

95



& QUINTERO, 2000; VIDAMENT, 2005; VIDAMENT et al., 2008; AURICH,
2008).

Existem diluidores derivados do meio de Kenney, com adicdo de
diferentes tipos de constituintes como: antibidticos, agucares, gema de ovo,
aminoacidos, e outras substancias com propriedades favoraveis ao sémen,
sendo que os tipos de diluidores variam de acordo com cada pais (SAMPER,
2007; DAVIES-MOREL, 2008; AURICH, 2008).

Na Franca, um dos paises que se destaca pela utilizacdo da IA em
equinos, o principal diluidor utilizado é a base de uma mistura de solucao poli-
ibnica enriquecido com fosfoparacaseinato, fracdo derivada da caseina do leite,
responsavel por maior protecdo do sémen equino, esse diluente é denominado:
INRA96 (BATELLIER et al., 1997; VIDAMENT, 2005).

Os principais diluidores para sémen de eqlideos comercializados no
Brasil sdo: EZ — Mixin® (CST); Botu-Crio® Botu-Sémen® e Botu-Turbo®
(Biotech Botucatu, S&o Paulo, Brasil); FR1®, FR4®, FR5® e Equimix® (Nutricell,
Campinas-Sao Paulo), sendo que quase todos possuem leite e/ou derivados

em sua composicao.

SILVA FILHO et al. (1987) adaptaram um diluidor a base de lactose e
gema de ovo preconizado por NAGASE & NIWA (1964), tradicionalmente
utilizado para o congelamento de sémen de bovinos. ApOs a retirada do
glicerol, utilizaram como diluidor de sémen equino, para inseminacdo com
sémen fresco diluido e diluido e transportado. O referido extensor (lactose-
gema) vem sendo utilizado no Brasil obtendo, resultados de fertilidade,
equiparaveis ou superiores ao extensor de KENNEY et al. (1975) composto por
leite desnatado-glicose e ao extensor glicina-gema, (CARVALHO, 1992;
CARVALHO et al., 1998; SILVA FILHO et al., 1997; 1998; LIMA et al., 2000).

Pesquisas conduzidas por SILVA FILHO et al. (1997), comparando
sémen de garanhdes diluido (lactose-gema de ovo) e sémen in natura,
utilizados no proéprio local da colheita ou apds serem transportados (container
MSP-1) avaliaram a fertilidade em 100 ciclos de 64 éguas da raca Mangalarga
Marchador, e obtiveram melhores resultados com o sémen diluido nas duas

situacdes, transportado e nao transportado.
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Em condigcbes reais de rotina de campo, WEISS et al. (2003)
compararam sémen de garanhdes em éguas da raca Crioula, o efeito de
inseminacdes com sémen fresco diluido no extensor lactose-gema e sémen in
natura, através da inseminagdo de apenas um ciclo de 160 e 142 éguas, para

os dois grupos respectivamente, e encontram taxas de fertilidade semelhantes.

Em outro trabalho, SILVA FILHO (1994) comparou as técnicas de IA
utilizando sémen fresco: in natura e diluido, com os seguintes meio diluidores:
1) leite em p6 desnatado-glicose, 2) lactose-gema e 3) glicina-gema. Para isso,
utilizou 42 éguas mesticas (Bretd x Campolina), em 64 ciclos, contudo, ndo
obteve diferencas entre os tratamentos com diluidores e com sémen in natura.
Porém, houve uma tendéncia numérica de melhores resultados para o extensor

lactose-gema.

Em outro experimento conduzido em condicbes reais de campo,
CARVALHO (1992) comparou o efeito da inseminagéo artificial com sémen a
fresco de garanhfes Mangalarga Marchador diluido em leite desnatado-glicose,
e com sémen diluido em lactose-gema, transportados a 15-20°C. Para isso,
realizou a IA em 79 éguas e potras da mesma raca, obtendo ao final, taxas de

concepcao semelhantes entre os diluidores.

SILVA FILHO et al. (1998) compararam a inseminacao artificial em 105
ciclos de 62 éguas da raca Mangalarga Marchador, com sémen de garanh&o
da mesma raca diluido e transportado a 20 °C no container MSP-2, e para isso
utilizaram dois tipos de diluidores: glicina-gema e lactose-gema. Apds as
andlises de eficiéncia por prenhes e taxas de gestacdo, os resultados se

mostraram muito semelhantes.

A refrigeracdo do sémen pode ser feita em sistemas de resfriamento
ativo ou passivo. O primeiro, apresenta curva de decréscimo da temperatura
padronizada e ndo sofre influéncia da temperatura ambiente, mas nao possui
aplicabilidade econdémica e pratica para utilizacéo rotineira no campo (DAVIES-
MOREL, 1999; VALLE et al., 1999; RAPHAEL, 2007).

O Brasil € o segundo pais no mundo que mais utiliza transporte de
sémen de equideos, ficando atras apenas dos Estados Unidos (PAPA et al.,

2005). Os sistemas mais utilizados no pais e no mundo sdo de sistemas de
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refrigeracdo e resfriamento passivos, que sao realizados em caixas térmicas
(container) (SILVA FILHO, 1994).

No Brasil, provavelmente, os primeiros experimentos sobre transporte e
refrigeracdo de sémen equino foram conduzidos por SILVA FILHO et al. (1987),
onde o0s autores desenvolveram um container denominado MSP-1, e
realizaram a comparacgéo entre sémen fresco diluido e sémen fresco diluido e

transportado, obtendo taxas de prenhes semelhantes.

As caracteristicas de um bom container para transporte de sémen de
equideos devem seguir algumas caracteristicas como: completo isolamento do
ambiente; baixo custo; ser inocuidade aos espermatozoides; manutencdo da
temperatura para o periodo proposto; permitir a realizacdo de curva de
resfriamento lento; aceitabilidade pelos sistemas de transporte aéreo e
terrestre; seguro contra violacfes; entre outras situacdes adversas (SILVA
FILHO, 1994; PALHARES, 1997; BRINSKO et al., 2000).

O declinio da temperatura do sémen diluido é feito em sistemas de
resfriamento passivo, em que € mantido em caixa isotérmica, prOXimo a uma
fonte de frio como o gelo biologico reciclavel, que de acordo com o sistema
deixard o sémen resfriado e entre 15 a 20 °C, ou refrigerado a 4 a 6° C
(CARVALHO, 1992).

A reducdo da temperatura auxilia na conservacdo do sémen por
diminuicdo do crescimento bacteriano, reducdo do metabolismo espermatico e
consequente controle da acidificacdo do meio diluidor, além da diminui¢do da
formacao de espécies reativas de oxigénio, principalmente quando associados
baixas temperaturas com reducdo de oxigénio, favorecendo o metabolismo
espermatico anaerobico e ndo aerdbico (KATILA, 1997; SQUIRES et al., 1999;
AURICH, 2008).

Apbs a diluicdo, o sémen pode ser transportado, resfriado ou refrigerado
e utilizado em periodos que variam de 1 a 48 horas de acordo com a
temperatura final de armazenamento (5°C ou 15 a 20°C) (CARVALHO, 1992,
SQUIRES et al.,, 1999; BOETA & QUINTERO 2000; MELLO et al. 2000;
AURICH, 2008).

A utilizacdo da temperatura como conservante do sémen tem sido
rotineiramente aplicado na industria equestre (RAPHAEL, 2007; AURICH,
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2008). O declinio de 10°C na temperatura do sémen causa reducao de 50 % do
metabolismo, sendo que a 5°C, apenas 10% do metabolismo espermatico &

necessario para que as células se mantenham viaveis (SQUIRES et al., 1999).

As taxas ideais de resfriamento do sémen equino foram demonstradas
por VARNER et al. (1988), em que os autores observaram que as taxas de
resfriamento podem afetar a capacidade de retencdo da motilidade. A faixa de
temperatura que o espermatozoéide eqiiino é mais sensivel foi demonstrada por
KAYSER et al. (1992), que observaram que de 37°C a 20°C, o sémen pode ser
resfriado rapidamente sem efeitos adversos para a motilidade, contudo, na
faixa de 20°C a 5°C, observaram maior sensibilidade da célula espermatica
equina aos danos induzidos pelo resfriamento, e um resfriamento de — 0,05 °C
a — 0,1°C pode maximizar a motilidade. J& MORAN et al. (1992) concluiram
que a partir de 19°C até 8°C, houve maior sensibilidade da célula espermatica
egliina, e que a partir de 8°C até 5°C o resfriamento poderia ser feito
rapidamente.

Na faixa de maior sensibilidade, o sémen deve ser resfriado a uma taxa
de -0,05°C / minuto para que haja menores danos induzidos pelo frio
(SQUIRES et al., 1999). Existem diversas caixas comercializadas no Brasil,
nacionais e importadas, que mantém a temperatura a 5° C ou entre 15 a 20°C.
De modo geral, o sémen mantido a 5°C, pode ser utilizado por até 48 horas
(WATSON, 1995; BOETA & QUINTERO, 2000). Contudo, o pico de fertilidade
ocorre entre 24 e 36 horas apés a colheita. O sémen mantido entre 15 e 20°C
deve ser utilizado de preferéncia nas préoximas 12 horas apds a colheita, e caso
seja necessario de se utilizar por 24 horas recomenda-se trocar a fonte de gelo

reciclavel 12 horas apos a colheita.

O transporte do sémen deve ser feito nas mesmas caixas utilizadas para
o resfriamento ou refrigeragéo, com o cuidado adicional de manté-las em locais
em que as variacdes de temperatura ambiente ndo possam intervir na curva de

resfriamento do sémen no interior da caixa, e na conservacao do sémen.

De acordo com o tipo de material que a caixa foi feita, a temperatura
ambiente causara maior ou menor variagdo na temperatura interna, e esses
cuidados devem ser considerados na escolha da caixa de transporte, além do

custo do equipamento.
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Existem inUmeros modelos de caixa de transporte de sémen, dentre os
nacionais destacam-se o Botu-Box®; Botutainer®; Max Sémen Express®; MSP-
1 (URV); MSP -2 (UFMG); Celle modificado; e os modelos internacionais de
containeres de transporte de sémen eqiideos: Equitainer 1° e 1I®; Expecta
Foal® Bio Flite®; Lane STS®; Equine Express®; Foal Flight®; Celle®; Sarstedt®;
Salsbro Box® (SILVA FILHO, 1994; RAPHAEL, 2007; PALHARES, 1997;
VALLE et al., 1999; BOETA & QUINTERO, 2000; DAVIES-MOREL, 2008).

CARVALHO (1992), em trabalho realizado em dois haras (distantes 15
km), com animais da raca Mangalarga Marchador, no Estado de Minas Gerais,
comparou a inseminacéao artificial no haras | com sémen diluido no diluente de
minima contaminacdo (KENNEY et al., 1975), contra a inseminac¢ao no haras ll,
com sémen diluido em lactose-gema de ovo, e em seguida transportado
resfriado a 20°C do haras | para o haras Il. As taxas de prenhes foram 71,05%
(27/38) e 68,29% (28/41), respectivamente, ao primeiro ciclo, ndo sendo
observadas diferengas quanto as taxas de prenhes, entre os dois sistemas.

Em estudo com aplicacdo comercial do sémen asinino no Meéxico,
BOETA & QUINTERO (2000) realizaram a comparacdo do meio diluidor de
KENNEY et al. (1975) e leite desnatado ultra-pasteurizado para sémen
resfriado a 5°C de um jumento da raca Kentucky em Equitainer®. Para isso
foram inseminadas éguas no periodo pré-ovulatério, com 400 milhdes de
espermatozoides com movimento progressivo armazenado por até 48 horas,
sendo que 11 éguas foram alocadas com o meio diluidor de Kenney e 17 éguas

com o leite ultra-pasteurizado.

Os resultados de fertilidade aos 15 dias foi de 54,5% e 76,5% para o
meio de Kenney e leite ultra-pasteurizado em ordem. Os autores concluiram
gue o leite ultra-pasteurizado pode ser empregado comercialmente na
refrigeracdo de sémen de jumentos a 5°C por até 48 horas, para a inseminacao

artificial de éguas.

Como regra geral, deve-se respeitar as taxas de diluicdo, com faixa de
valor ideal de diluicdo de 25 milhdes de espermatozoides/mL. VARNER et al.
(1987) demonstraram que o0s resultados contendo concentracbes de 25
milhdes de espermatozoides/mL foram superiores aos com 50 milhdes ou 100

milhdes, para sémen refrigerado a 5°C, e estocado por 24 horas.
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Entretanto, a diluicho pode ser de 50 milhdes ou 100 milhdes de
espermatozoide/mL, pode ser utilizada quando boa parte do plasma seminal for
removido por centrifugacdo e quando o sémen for estocado nas mesmas
condi¢cBes anteriores, sendo que os valores permitidos podem ser de até 100
milhdes de espermatozoides / mL, dependendo do tempo e temperatura de
transporte (JASKO et al., 1992).

Nem todos o0s reprodutores equideos possuem sémen com
caracteristicas adequadas ao resfriamento, pois alguns podem apresentar
baixa fertilidade e motilidade espermatica progressiva ap0s o0 procedimento
(AURICH, 2008), embora nao tem sido reportado na literatura estudo
envolvendo sémen de jumentos, e sua habilidade em refrigeragdo bem como

congelamento.

Neste sentido, uma alternativa foi proposta para sémen de garanhdes
por BRINSKO et al, (2000) que antes do resfriamento e estocagem,
submeteram o sémen diluido no diluente E-ZMixin® (Universidade do
Colorado), a taxas leves de centrifugacao, com a finalidade de remover 90% do

plasma seminal.

Os autores observaram melhorias nas caracteristicas de motilidade
espermatica, especialmente para o0 sémen de garanhdes previamente
classificados como produtores de sémen de “pobre capacidade de
resfriamento”, principalmente a partir de 24 horas de estocagem no

Equitainer®, com motilidade progressiva inferior a 30%.

J4 RAPHAEL (2007) realizou centrifugacéo leve, do sémen diluido em
extensor a base de leite desnatado, refrigerou a 5°C por 72 horas, e realizou
diversas avaliagdes entre os periodos, tais como: caracteristicas de motilidade,

integridade de membrana e funcionalidade mitocrondrial.

Neste estudo, houve um aumento da preservacdo da funcionalidade
mitocondrial, porém, ndo houve diferencas de motilidade e integridade de
membranas. Entretanto, observou-se ainda, diferencas intrinsecas aos
garanhdes. As diferencas entre este e o trabalho de BRINSKO et al. (2000) foi
gue os garanhdes haviam sido selecionados e divididos quanto a qualidade de

resfriamento do sémen.
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De acordo com BRINSKO (2006) o numero de espermatozdides com
movimento progressivo contidos por dose inseminante varia na maioria dos
trabalhos de 250 a 500 milhdes, sendo que o valor do limite superior mais
comumente utilizado em todo o mundo é baseado em trabalhos de

pesquisadores do Colorado.

No Brasil, em experimento conduzido por BRANDAO et al. (2003),
compararam duas diferentes doses inseminantes (200 e 400 milhdes de
espermatozoides com movimento progressivo/dose) de sémen fresco diluido
em meio de leite desnatado (KENNEY et al., 1975). Para isso utilizaram um
ciclo de 31 éguas mesticas em cada grupo, onde se realizou inseminacdes a
partir da deteccdo de um foliculo de 3,0 a 3,5 cm de didmetro com égua as
fémeas em estro, as inseminagdes foram realizadas apenas as segundas,
quartas e sextas-feiras, de acordo com metodologia proposta por SATURNINO
et al. (2002), utilizando o sémen de um mesmo garanh&o da raca Brasileiro de
Hipismo de fertilidade normal, o volume inseminante foi ajustado para 10 mL
com o diluente. As taxas de prenhes ao primeiro ciclo foram de 66,7% e 65,5%,
para as dose de 200 e 400 milhdes de espermatozdides, respectivamente.

Porém, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

XAVIER (2006) comparou o efeito do volume (3 e 15 mL) de sémen
diluido no meio de minima contaminacdo (KENNEY et al., 1975), dose
inseminante (100 e 500 milhdes de espermatozéides com movimentos
progressivos/dose) e local de deposicdo do sémen (intra-cornual profundo -
ipsilateral a ovulagéo e intra-corpual uterino, para as doses de menor e maior
concentracdo, respectivamente). Para isso, utilizou o mesmo esquema de
cobrigcbes proposto por SATURNINO et al. (2002) as segundas, quartas e
sextas-feiras, utilizou-se 37 éguas mesticas (idade de 4 a 20 anos), por 72

ciclos.

As inseminacdes foram realizadas pré e pos-ovulacdo de acordo o
modelo proposto. Concluiu-se que as inseminacdes pré e poés-ovulacao,
independente do intervalo de 48 ou 72 horas, apresentaram melhor eficiéncia
de prenhez, independente da dose, volume inseminante e local de deposicao.

Utilizando 92 fémeas da raca Mangalarga Marchador, CARVALHO et al.
(1998), compararam diferentes doses inseminantes (<250; 250 a 350 e >350

milhdes espermatozéides com motilidade progressiva), com sémen diluido no
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meio extensor lactose-gema e transportado por um curto periodo de tempo (2
horas) a 20°C, em um container denominado MSP-2, Entretanto, nao
observaram diferencas estatisticas entre as doses inseminantes, com
tendéncia numérica inferior para dose com maior numero de células

espermaticas.

LIMA et al. (2000) analisaram dados de eficiéncia reprodutiva em dois
haras da raca Mangalarga Marchador no estado de Minas Gerais, de 125
fémeas equinas de diferentes categorias reprodutivas e idades. As
inseminacdes foram realizadas, com sémen diluido em lactose-gema de ovo
transportado no container MSP-2 a 20°C, com a mesma dose inseminante. De
acordo com o comprimento do ciclo, as éguas foram inseminadas com uma
IA/ciclo, duas/IA ciclos ou trés mais IA por ciclo. Contudo ndo houve efeito do

namero de inseminacdes por ciclo nas taxas finais de gestacao.

FURST (2006) em estudo conduzido com sémen congelado no meio de
MARTIM et al. (1979) para garanhdes da raca Mangalarga Marchador e Bretao.
N&o registraram diferencas estatisticamente significativas entre as doses de
150 e 300 milhdes de espermatozoides com movimento progressivo, para
éguas Mangalarga Marchador e mesticas Bretdo inseminadas até seis horas

apo6s a ovulagao.

N&o sédo encontrados na literatura estudos avaliando diferentes doses
inseminantes para o sémen de jumentos, independente para 0 emprego em
éguas, jumentas, e para o sémen congelado ou resfriado, ou in natura. Os
estudos reportados na literatura apenas empregam a fixa dose inseminante,
gue varia de 300 a 600 milhdes de espermatozéides (TRIMECHE et al., 1996;
BOETA & QUINTERO, 2006; OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT et al., 2008).

2.2. Congelamento de sémen de equideos

A sobrevivéncia espermatica ao processo de congelamento € resultante
de uma equacao multifatorial de natureza complexa, determinada por diversos
fatores. Entre o0s principais a serem considerados sdo 0s VArios
compartimentos do espermatozéide como membrana plasmatica, acrossomo,

mitocondrias, citoesqueleto, nucleo e glicocélix, sendo que cada compartimento
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espermatico respondera de modo diferente aos procedimentos fisico-quimicos
inerentes as metodologias de congelamento (GRAHAM, 1996, HOLT, 2000).

Outros fatores que influenciam de modo direto ao sucesso do
congelamento sdo: o meio diluidor (como a constituicdo e propriedades fisicas
e quimicas); taxa de resfriamento, taxa de congelamento, taxa de
descongelamento, (GRAHAM, 1996), diferencas entre as espécies (HOLT,
2001; VIDAMENT et al., 2008), diferencas entre racas (GOMES et al., 2002),
variacdes ao longo do ano (AMANN & PICKETT, 1987; VARNER et al., 1991);
e entre animais e ejaculados (AMANN & PICKETT, 1987; HAMMERSTED et
al., 1990; FURST, 2006).

Além disso, existem interacOes entre estes fatores citados, que
apresentam elevada associagao e que podem interferir no resultado final como,
por exemplo, a taxa de resfriamento e congelamento estéo relacionadas com a
taxa de descongelamento (SQUIRES et al., 1999).

O congelamento de sémen ndo tem sido largamente empregado na
producdo animal em todas as espécies com excecado da espécie bovina, ndo
somente pelas restricbes impostas pelas associacfes de criadores, mas, em
grande parte se deve as baixas taxas de concepc¢ao obtidas com sémen
congelado (HOLT, 2001), além de altas taxas de perda embrionaria como foi
registrado em equinos por pesquisadores da Universidade do Estado do
Colorado Estados Unidos (SQUIRES et al., 1999).

As baixas taxas de concepcao se devem a fato que somente cerca de
50% das células sobrevivem ao congelamento descongelamento (WATSON,
1996), enquanto as elevadas taxas de perda embrionaria carecem de mais

estudos para melhor elucidacéao.

De acordo com PICKETT et al. (2001), as biotecnologias do sémen
devem ser capazes de preservar alguns atributos essenciais para que o
espermatozoide possa desempenhar corretamente suas funcdes tais como: a)
retencdo da capacidade metabdlica para producdo de energia; b) apresentar
motilidade progressiva; c) retencdo de proteinas necessdarias a sobrevivéncia
no trato reprodutivo da fémea; d) presenca e funcionalidade de enzimas

acrossomais essenciais para a penetracdo e passagem pela estrutura do
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ovocito; e e) uma apropriada distribuicdo de lipidios e proteinas na membrana

plasmatica para que passivel a reacdo acrossémica, ligacéo e fusdo ao ovécito.

No congelamento de espermatozéide de equideos, o sémen deve
primeiramente ser diluido em um apropriado meio diluidor, centrifugado para
remocdo do plasma seminal, ressuspendido gentiimente em diluidor de
congelamento contendo crioprotetores, resfriado e congelado até -120°C e
estocado a -196°C. E para que o espermatozéide seja capaz de fecundar o
ovocito devera reter a capacidade de producdo de energia, motilidade
progressiva, acrossomo preservado e proteinas na membrana plasmatica
relacionadas a capacidade de fecundacao (PICKETT et al., 2001).

Os procedimentos de congelamento e descongelamento podem danificar
qualquer um destes componentes espermaticos, e assim reduzir ou abolir a
fertilidade, fato que n&o ocorre ou em menor escala com o sémen fresco diluido
(AMANN & PICKETT, 1987). Assim, para que haja um completo entendimento
das alteracbes causadas pelos procedimentos, se faz necessério
considerarmos a estrutura e a composi¢cao da célula espermatica (GRAHAM,
1996).

2.2.1. As membranas espermaticas

O espermatozoide € subdividido em cabeca, pescoco, peca
intermediaria, peca principal e peca terminal (DAVIES MOREL, 1999). Porém
uma maneira mais apropriada para estudos com biotecnologias do sémen,
seria subdividir o espermatozéide e considera-lo como uma célula possuidora
de: um nucleo altamente condensado, microtubulos, fibras e membranas
bioldgicas (plasmatica, acrossomal interna e externa, nuclear e mitocondrial)
(CHENIER, 1999).

Embora os microtubulos e estruturas das fibras sejam importantes para
a motilidade, aparentemente as membranas bioldégicas sdo mais importantes
para serem alvo de estudos das lesdes induzidas pelos procedimentos de
congelamento por estarem primordialmente relacionadas aos danos do
congelamento (AMANN & PICKETT, 1987). Deste modo, um profundo

conhecimento da estrutura e do funcionamento da membrana plasmatica dos
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espermatozoides é o ponto inicial para o éxito dos procedimentos de
manipulacéo do sémen (BRAGA, 2007).

A composicdo basica da bicamada lipidica é de 65 a 70 % de
fosfolipidios, sendo o acido docosahexandico o principal acido graxo ligado a
estes fosfolipidios (HOLT, 2000). Os lipidios predominantes na membrana
plasmatica sdo representados pelos fosfolipidios, colesterol, esfingolipidios e
gangliosideos (AMANN & PICKETT, 1987).

O modelo de estrutura da membrana plasmatica para células
eucaridticas animais, mais aceito pela comunidade cientifica € o modelo de
“mosaico fluido” proposto por Singer e Nicholson, (1972), segundo a proposta,
uma bicamada fosfolipidica encontra se entremeadas por proteinas integrais e

com proteinas periféricas e carboidratos ancorados (CHENIER, 1999).

Os lipidios sdo arranjados de modo que o terminal hidrofébico esteja
voltado internamente, enquanto o terminal hidrofilico se volta internamente no
meio intracelular e externamente no meio extracelular. Esse arranjo ocorre em
ambas as faces da membrana fazendo com que haja permeabilidade seletiva
da membrana (GRAHAM, 1996; DAVIES-MOREL, 1999).

As proteinas representam cerca de 50% do conteddo da membrana,
sendo que as duas classes integrais e periféricas na membrana plasmatica
possuem funcdes distintas (CHENIER, 1999). As proteinas integrais somente
sdo removiveis com detergentes, atuam como canais ou poros; enquanto as
proteinas periféricas sao facilmente removiveis e tem como fun¢fes auxiliar na
estabilizacdo da membrana (AMANN & PICKETT, 1987; DAVIES-MOREL,
1999).

O modelo de membrana plasmatico inicialmente proposto, em verdade é
de magnitude mais complexa, uma vez que a distribuicdo e as interagdes entre
lipidios e proteinas ocorrem de modos bastante complexos e de modo diferente
nas diversas partes da membrana, constituindo assim os chamados dominios
de membrana (PARKS & GRAHAM, 1992).

Os dominios de membrana podem ser mais bem subdivididos em regido
acrossomal e pés-acrossomal (CHENIER, 1999). A manutencdo dos dominios

de membrana € importante para o ocorram 0s eventos altamente especificos
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da manutencdo das funcdes espermaticas, principalmente a capacitacao,

reacao acrossomal e fecundacéo possam ocorrer (PARKS & GRAHAM, 1992).

Essa compartimentalizagdo de membrana é resultante de vérios fatores
como: 1) interacdo lipidio-lipidio que inibe a difusdo lateral de lipidios; 2)
imobilizacdo de lipidio feita por interacbes com proteina ancoradas no
citoesqueleto; 3) barreiras de proteinas para intra-regional difusdo feita por
particulas intramembranosas estacionarias, que se acredita que sejam feitas
pelas proteinas integrais e 4) solubilidade seletiva entre os lipidios e proteinas

da membrana.

A compartimentalizacdo de membrana tem uma implicagdo também na
biotecnologia do sémen uma vez que determinados procedimentos podem
induzir variados graus e locais de acometimento de lesdes de membrana
(CHENIER, 1999).

Durante o processamento de sémen de equideos alguns eventos fisicos
e biolégicos ocorrem: reducdo da temperatura, desidratacdo celular,
congelamento e descongelamento (SQUIRES et al., 1999). Esses eventos, ao
mesmo tempo em que Sao responsaveis pela conservacdo espermatica, sdo
responsaveis por alteracdes nas membranas e nos mecanismos funcionais do
espermatozoide (AMANN & PICKETT, 1987).

Os procedimentos séo responsaveis por lesdes celulares em diferentes
niveis, devido principalmente a mudancas na temperatura, a formacédo de
cristais de gelo, alteracbes na membrana espermatica e lesdes no DNA
(ARRUDA, 2000).

As alteracbes causadas pelo resfriamento (20°C a 1°C), induzidas ao
espermatozoide sao parcialmente ou incompletamente entendidas, e
coletivamente recebe o nome de choque térmico pelo frio, que é caracterizado
pela presenca de muitos espermatozoides com movimento circular fechado ou
retrogrado, perda prematura de motilidade, decréscimo da producdo de
energia, aumento da permeabilidade de membrana, lesbes no acrossomo e
perda de moléculas e ions (AMANN & PICKETT, 1987; DAVIES MOREL, 1999;
SQUIRES et al., 1999).

Alguns destes danos podem ser causados por inabilidade da regulacao

do mecanismo de troca de ions calcio. O maior dano ao espermatozoide
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causado pelo choque térmico pelo frio demonstra que a perda de integridade
de membrana resulta em aumento da permeabilidade, que pode ser feito pela
separacdo da fase lateral dos lipidios da membrana e com remocdo de

proteinas dentro dos dominios de membrana (KEITH, 1998).

A ocorréncia de choque térmico néo é restrita ao espermatozoéide, mas
ocorre na maioria das células expostas a baixas temperaturas (AMANN &
PICKETT, 1987). O resfriamento quando efetuado de modo inadequado induz
ao choque térmico o qual causa danos parcialmente irreversiveis ao
espermatozoéide (FURST, 2002).

A extensdo das lesdes, associadas com o choque térmico, € dependente
principalmente das taxas de resfriamento e temperatura final que os
espermatozoides séo resfriados. Em oposicdo ao rapido resfriamento,
raramente o rapido aquecimento a 37°C € nocivo a sobrevivéncia espermatica
(AMANN & PICKETT, 1987).

De acordo com AMANN & PICKETT, (1987) as lesdes causadas pelo
choque térmico pelo frio podem ser agrupadas em duas categorias: 1) lesdes
diretas, evidenciadas apo0s curto periodo de armazenamento a baixas
temperaturas, sendo esta dependente principalmente das taxas de
resfriamento, e maiores lesdes sao induzidas pelo rapido resfriamento se
comparado ao resfriamento a taxas mais lentas; e 2) lesGes indiretas ou
latentes, que sdo evidentes somente tempo depois de periodo mais prolongado
de armazenamento, e também séo independentes das taxa de resfriamento.
Os autores concluem que ambos o0s danos diretos e indiretos sé&o

manifestacdes diferentes do mesmo espectro de alteracdes.

O congelamento de sémen representa uma interrupcao artificial do
progresso de maturagcdo do espermatozéide pos-ejaculacdo e na fertilizagdo. O
maior problema com relacdo a criopreservacdo de sémen é que mesmo
utilizando as melhores técnicas, o padréo de sobrevivéncia pos-descongelacéo
€ restrito em cerca de 50% da populacéo espermatica (WATSON, 1996). Assim
novas metodologias e procedimentos devem ser desenvolvidos para que sejam

melhorados estes indices, especialmente para o sémen de asininos.
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2.2.2. Crioprotetores

A maioria das células requer a presenca de um agente protetor para
sobreviver ao processo de congelamento, e agentes que possuem essa
capacidade sdo denominados de crioprotetores (KEITH, 1998). Crioprotetores
podem ser adicionados ao meio para parcialmente protegerem o0
espermatozoide durante o congelamento e descongelamento. (GRAHAM,
1996).

Os crioprotetores séo classificados em dois grupos, 0s penetrantes
(permeantes) e ndo penetrantes (ndo permeantes), a depender de sua
habilidade em adentrar ou ndo a célula espermatica (JASKO, 1994; KEITH,
1998).

Os principais crioprotetores penetrantes empregados para o0
congelamento de sémen de equideos sao: glicerol, propilenoglicol, etilenoglicol,
dimetilsulféxido, acetamida, dimetil formamida, metilformamida (KEITH, 1998;
ALVARENGA, 2002; GOMES et al., 2002; OLIVEIRA, 2006; VIDAMENT et al.,
2008). Crioprotetores ndo penetrantes sdo o0s acgucares, lipoproteina da gema
de ovo, proteina do leite (fosfoparacaseinato nativo), metilcelulose,
pentoxifilina, entre outros (KEITH, 1998; MOUSSA et al., 2002; MARTIN, 2005).

A maioria dos crioprotetores penetrantes atua como solventes e solutos
ao mesmo tempo, por outro lado 0s ndo penetrantes sdo somente solutos, pois

apresentam alto peso molecular (GRAHAM, 1996).

Crioprotetores ndo penetrantes, como a lactose e lipoproteinas
encontradas na gema do ovo, atuam somente no compartimento extracelular.
Estes crioprotetores desidratam a célula espermatica e desta forma diminuem a
probabilidade de formagédo de grandes cristais de gelo intracelularmente. No
entanto o exato mecanismo pelo qual, ambos os tipos de crioprotetores atuam
ainda permanece desconhecido (GRAHAM, 1996; KEITH, 1998).

O glicerol € o crioprotetor mais utilizado para o congelamento de sémen
de animais domésticos, silvestres e selvagens (HOLT, 2000, 2001; PENFOLD
& WATSON, 2001). Aparentemente € um crioprotetor essencial para o
congelamento de espermatozoide de equideos (AMANN & PICKETT, 1993).
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Provavelmente atue intra e extra celularmente na protecdo espermatica ao
congelamento (GRAHAM, 1996).

Estudos tem identificado uma proteina canal a Aquaporina 7 (AQP7),
presente na membrana de células espermaticas, poder ser responsavel por
uma possivel rota pelo qual o glicerol atravessa a membrana espermatica. Esta
proteina tem sido incriminada com responsavel pela maior sensibilidade das
células espermaticas aos niveis de glicerol. E est4 presente na membrana
citoplasmatica do espermatozéide de diversas espécies de animais
domeésticos, e a quantidade e ou a falta dela explicaria em parte as diferencas
em sensibilidade entre espécies frente ao glicerol como crioprotetor (CURRY,
2000).

O resfriamento e reaquecimento inerentes ao processo de
criopreservacdo, por si s6 causam variados graus de injurias nas células
esperméaticas, danos estes que sdo potencializados pelo glicerol (PACE &
SULLIVAN, 1975). Tém sido relatados que o glicerol exerce efeitos negativos
para a fertilidade tanto no sémen fresco como no sémen refrigerado, podendo a
toxicidade do glicerol ser o resultado da desnaturacdo de proteinas, como as
actinas (FAHY et al., 1990, VIDAMENT et al., 2008).

HAMMERSTEDT & GRAHAM (1992) relataram efeitos nocivos do
glicerol as células espermaticas, como sendo causado por mudancas no
citoplasma, devido ao incremento na viscosidade celular pela acéo intracelular
do glicerol, alterando desta maneira a polimerizacdo da tubulina, e também as
associacdes de microtubulos. Outros efeitos adversos como mudanga no
balanco bioenergético, alteracdo da membrana plasmatica e mudancas no
glicocélix também tém sido relacionadas com o glicerol. Outros autores
afirmam que a verdadeira toxicidade do glicerol é devido ao estresse osmotico
ja que o mesmo penetra as membranas celulares mais facilmente que alguns
crioprotetores (GILMORE et al., 1995).

Entretanto, altos niveis de glicerol tém sido incriminados como um dos
principais responsaveis pelos resultados de baixas taxas de concepc¢do do
sémen congelado (CURRY, 2000; ALVARENGA et al., 2005).

VIDAMENT et al., 2008, compararam a resisténcia do espermatozoide

de jumentos e garanhdes, para sémen fresco diluido, resfriado e congelado no
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meio INRA 82 na inseminacéo artificial de éguas e jumentas, o sémen de
ambas as espécies demonstrou extrema sensibilidade a altos niveis de glicerol
tolerando concentragdes maximas de 2,2%, semelhante ao espermatozoide do
varrdo, que classicamente entre as espécies domeésticas apresenta menor
tolerancia a altos niveis de glicerol (PENFOLD & WATSON, 2001). Porém
usualmente diluidores de congelamento para sémen suino apresentam
concentracéo final de 2 a 3% (PENFOLD & WATSON, 2001).

Pesquisas recentes com crioprotetores para sémen de equideos tém
sido desenvolvidas, e tem apontado resultados mais favoraveis para a
utiizacdo de amidas como crioprotetores, estas providenciam melhores
resultados em relacdo ao uso associado ou isolado do glicerol (ALVARENGA et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; SNOECK et al.,, 2007; VIDAMENT et al.,
2008).

ALVARENGA (2002) sugere que as amidas por possuirem peso
molecular mais baixo e menor viscosidade se comparado ao glicerol,
apresentaria caracteristica favoravel para o processo da criopreservacao,
provavelmente por induzir a um menor estresse osmoético. Testes de fertilidade
em éguas tém demonstrado melhora significativa nas taxas de prenhes para
garanhdes e jumentos que tiveram o0 seu sémen congelado com uso de
dimetilformamida como crioprotetor, quando comparado ao uso de glicerol
(MEDEIROS et al., 2003; VIDAMENT et al., 2005).

O uso das amidas como crioprotetores penetrantes nos diluidores
seminais para o sémen de equideos leva a um incremento na motilidade
espermatica pos-descongelamento e melhor preservacdo da integridade das
membranas plasmaticas, em relagéo ao uso do glicerol como crioprotetor, além
disto, permite o uso de sémen de garanhdes que tém resultados de baixa
congelabilidade com o glicerol como crioprotetor (ALVARENGA et al., 2005;
VIDAMENT et al., 2008). MEDEIROS et al. (2003) demonstraram que as
motilidades total e progressiva apO0s o0 descongelamento melhoram
significativamente quando os espermatozoides sdo congelados na presenca de
dimetil acetamida comparado com glicerol a 5%, porém, motilidades similares

foram encontradas na presenca de dimetil formamida e metil formamida a 5%.

Da mesma forma, GOMES et al. (2002) em trabalho conduzido com um

ejaculado de 17 garanhdes da raca Mangalarga Marchador com idade de 5 a
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17 anos, utilizando diluidor de congelamento a base de gema de ovo e leite,
com variacao do crioprotetor de: (1) 5% glicerol; (2) 5% dimetilformamida; (3)
5% metilformamida; (4) 3% de dimetilacetamida, realizaram andlise
computadorizada da  motilidade total e  progressiva apds 0
congelamento/descongelamento, resultando em 16.99% - 6.31%, 44.06 -
15.94%, 37.19.19 - 16.75, 32.5 - 14.37% respectivamente para 1, 2, 3 e 4,
demonstrando superioridade da dimetilformamida e metilformamida para o
congelamento de sémen de garanhdes da raca Mangalarga Marchador, e

péssimo congelamento obtido quando o glicerol foi usado como crioprotetor.

Como reportado por AMANN & PICKETT (1987) apesar de o glicerol
apresentar toxicidade, parece ser essencial ao congelamento de sémen, assim
varias pesquisas tém sido desenvolvidas para determinar qual é a
concentracdo mais adequada do crioprotetor ao meio diluidor sem produzir

efeitos adversos aos espermatozoides.

O glicerol foi inicialmente utilizado na concentracédo de 7-10% (SMITH &
POLGE, 1950). Embora estudos tenham demonstrado taxas de fertilidades
similares em garanhfes com sémen congelado utilizando-se concentracfes de
glicerol de 2% a 7% (GRAHAM et al., 1978). A concentracdo de glicerol mais
utilizada atualmente nos meios diluidores varia de 2% a 5% (VIDAMENT et al.,
2002). A concentracdo de glicerol de 2,5% para garanhdes e de menos de
2,2% para jumentos foi sugerida como sendo a ideal para o congelamento de
sémen destas espécies (VIDAMENT, 2005; VIDAMENT et al., 2008).

Algumas substancias n&o propriamente crioprotetores, mas se
enquadram na categoria de aditivos, que s&o substancias que atuam
indiretamente melhorando a sobrevivéncia espermatica ao congelamento
(HOLT, 2001).

De acordo com 0 mesmo autor em revisao, diversos pesquisadores tém
concluido que a adicdo de substancias com propriedades detergentes em
diluentes a base de gema de ovo melhoram a motilidade pos
descongelamento, integridade acrossomal e sobrevivéncia espermatica em
espécies unguladas, sendo que o surfactante mais empregado para sémen
destes animais é o lauril trietanolamina sulfato de sodio, conhecido como
orvus-es-paste que é adicionado ao diluente (0,5 — 1,5%). O Orvus-Es-paste

(OEP) lauril-sulfato de sédio tem sido adicionado ao meio diluidor de
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congelamento e resfriamento de varias espécies domeésticas e proporcionado
melhoria na protecéo espermatica (MARTIM et al., 1979; HOLT, 2001; BRAGA,
2007; BURANAAMNUAY et al., 2008).

E uma substancia sintética (funcéo detergente) que tem a capacidade de
dispersar os componentes da gema de ovo, em diluidores que essa substancia
se faca presente, acredita que seja capaz de melhorar a interagdo com a
superficie da membrana plasmatica, e assim explicaria os melhores resultados
de motilidade e integridades acrossomal obtidos (JONHSON et al, 2000).

Apesar de o mecanismo exato pelo qual o OEP atue néo esteja
completamente elucidado, especula-se que atue indiretamente via sua
propriedade emulsificadora (PETTITT & BUHR, 1998; BURANAAMNUAY et al.,
2008), ou poderia favorecer a formacado de micro-cristais de gelo de formato

angular durante o congelamento (BRAGA, 2007).

PURSEL et al. (1978) avaliaram niveis da adicdo de OEP no diluidor de
congelamento de sémen de varrbes, registraram a inclusdo de 1% até 1,5%
foram superiores para obtencdo de melhor integridade acrossémica pos-
descongelamento, enquanto concentracdoes de 0,5 até 1% foram superiores
para a manutencédo da motilidade independente da velocidade de resfriamento.
Entretanto a inclusdo de OEP em diluidor sem gema de ovo, demonstrou
efeitos nocivos sobre a célula espermatica manifestados por diminuicdo da

motilidade.

BURANAAMNUAY et al. (2008) em estudo conduzido com sémen de
varrfes utilizando o meio diluidor lactose-gema de ovo e com glicerol como
crioprotetor, registraram melhoria na viabilidade espermatica através de maior
integridade acrossomal, motilidade quando o 1,5% de OEP foi adicionado ao

meio diluidor, para sémen congelado em palhetas de 0,25 e 0,5 mL.

O uso de OEP em sémen equino foi introduzido por MARTIM et al.
(1979), os autores incluiram 0,08 mL de OEP para cada 20 mL. Estes
formularam um diluidor para congelamento de sémen de garanhdes, para iSso
se basearam em um diluidor russo de resfriamento para suinos a base de
solugéo salina, e um diluidor japonés de congelamento de bovinos a base de
gema de ovo, lactose e glicerol. A esses dois diluidores base, os autores

adicionaram OEP. Este procedimento resultou em no desenvolvimento do

113



classico diluidor alemé&o utilizado em todo o mundo desde entdo (MORRIS &
SAMPER, 1998).

Para sémen de ruminantes a inclusdo de OEP em diluidor de
congelamento de sémen de bode resultou em melhoria da motilidade e
acrossomo intacto preservado (PENFOLD & WATSON, 2001). O OEP foi
utilizado por BORGES (2003) ao meio de congelamento de sémen de touros a
base TRIS-gema, com o intuito de adicionar a vitamina E, concluiu que o OEP
foi eficiente em sua capacidade de emulsificar o tocoferol, apresentando
melhores resultados a preservacdo da membrana avaliados por ter de

fluorescéncia.

A reducdo da temperatura tem como consequéncia aumento da
permeabilidade de membrana, assim ocorre influxo de ions calcio, este
elemento é importante em momentos proximo a fecundacéo durante a fase da
capacitacdo, reagcdo acrossbmica e hiper-ativacdo da motilidade espermatica,
entretanto o influxo de ions célcios precipita esse momento, neste sentido
autores tem utilizado aditivos quelantes de calcio com a finalidade de inibir o
influxo de ions célcio precoce na criopreservacédo (HOLT, 2001).

O quelante mais utilizado em meio diluidor de sémen de equideos e
varrao é o acido etileno-diamino-tetracético (EDTA). Possui propriedades de se
ligar fortemente a fons metélicos bivalentes como o Ca** e Mg?*, deixando-os
indisponiveis no meio extracelular e consequentemente nao ocorrera o influxo
de célcio prevenindo assim o inicio da capacitacdo espermatica e da reacao
acrossémica (JONHSON et al., 2000).

2.2.3. Alguns dos principais diluidores de sémen pa  ra o0 congelamento

Os diluidores utilizados para sémen equideos sdo constituidos por agua,
tampbes e substancias nao idnicas, acUcares e diferentes tipos de
macromoléculas e antibioticos (AMANN & PICKETT, 1987). De maneira geral
os diluidores podem ser divididos e agrupados em: gema de ovo e 0s com leite
(FURST, 2006; SAMPER, 2007).

Um bom diluidor segundo PICKETT (1993) e SILVA FILHO, (1994)
idealmente deve proporcionar: 1) Pressdo osmotica compativel com a célula
espermética, 2) Apropriado balanco mineral 3) Apropriada combinacédo de
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nutrientes, 4) Capacidade de neutralizacdo de substancias produzidas pelo
espermatozoide 5) Protecdo contra mudangas de temperatura, principalmente
pelo frio 6) Capacidade de estabilizar sistemas enzimaticos e garantir
estabilidade de membrana 7) Livre de agentes infecciosos 8) Baixo custo 9)
N&o oferecer toxicidade ao espermatozoide 10) Baixa irritabilidade ao aparelho

genital 11) F&cil aquisicao.

O diluidor ideal, capaz de oferecer alta protecdo espermatica aos
processos de manipulacdo aliado com a maxima fertilidade, ainda esteja por
ser formulado (SILVA FILHO, 1994; DAVIES MOREL, 1999), um grande
namero de diluidores tem sido formulado, ao longo de décadas com esse
propoésito (PALMER, 1984; BURNS & BURNS, 1992; TRIMECHE et al., 1996,
1997, 1998 BATELLIER et al., 1997; PAPA et al.; 2005; OLIVEIRA, 2006).

Segundo SQUIRES et al. (1999), para que o espermatozoide seja capaz
de desempenhar suas fungbes corretamente, ele deve reter alguns atributos
apos o processamento, quais sejam: metabolismo para a produgéo de energia,
motilidade progressiva, reter enzimas acrossomais, que Sao essenciais para
penetracdo em estruturas ao redor do ovocito além de apropriada estabilizacéo
e distribuicdo dos lipidios ao redor das membranas at¢é o momento da
fecundacao, proteinas de membrana que interagem com genital feminino assim

formando o reservatorio espermatico em inseminacodes pré-ovulagao.

A gema de ovo como componente de meio diluidor de congelamento
tem demonstrado efeitos benéficos ao longo de décadas de sua utilizagédo para
0 sémen de varias espécies de animais domeésticos e de zoolégico (HOLT,
2001). PHILLIPS (1939) foi o primeiro a relatar o uso da gema de ovo em
extensores para sémen de touros e LARDY & PHILLIPS (1939), foram os
primeiros a citar a gema de ovo como componente de diluidor seminal para

equinos.

Aparentemente, BERLINER (1942), baseado nos dois trabalhos
anteriores, foi quem primeiro a utilizou a gema de ovo para extensores
seminais de jumento e garanhdo na rotina de uma central de reproducgéo

eglidea no estado do Mississipi nos Estados Unidos.

Desde entdo muitos trabalhos de pesquisa foram desenvolvidos, bem

como citacdes da utilizacdo na rotina de reproducéo equidea, da gema de ovo
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como constituinte do meio diluidor de sémen resfriado e congelado para
garanhdes (NAGASE et al. 1966; OSHIDA et al., 1967; MERKT et al., 1975;
MARTIM et al., 1979; COCHRAN et al., 1983; SILVA FILHO et al., 1987; PAPA,
1987; CARVALHO, 1992; KLUG, 1992; CARVALHO et al., 1998) bem como
para o sémen de jumentos (VIEIRA et al., 1985; PIAO et al., 1988; ARRUDA et
al., 1989; SANTOS, 1994; SILVA, 1995; MELLO, 1998 SILVA, 1995; PAPA et
al., 1999; MELO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2006;VIDAMENT et al., 2008).

BOGART & MAYER (1950) realizaram experimentos pioneiros sobre a
elucidacao dos fatores de protecado da gema de ovo ao espermatozoide equino,
em relacdo ao choque pelo frio, e capacidade de preservacéo prolongada em
sémen resfriado em meio diluidor contendo gema de ovo e solucgdes

tamponantes.

Sabe-se que a gema de ovo melhora a protecdo da membrana
espermética durante o procedimento de criopreservagdo, no entanto faltam
estudos detalhando sobre qual seria realmente o mecanismo de agéo da gema
de ovo e de seus componentes no congelamento e descongelamento (HOLT,
2001). Provavelmente pela natureza complexa da gema de ovo, pode ser dificil
para se elucidar com detalhes sobre quais seriam realmente os fatores
responsaveis pelos efeitos da protecdo espermatica ao resfriamento e
congelamento de sémen de diferentes espécies (KAMPSCHMIDT et al., 1953;
PACE & GRAHAM, 1974; MOUSSA et al., 2002).

De acordo com BOGART & MAYER (1950) e HOLT, (2001), em
experimentos conduzidos em animais domésticos e selvagens, indicam
evidéncias de que os efeitos da gema de ovo possam ser modulados pelo
sistema tampdao utilizado, porém nem todos os diluentes utilizam sistema
tampao para controle de pH, pois sdo baseados em alta concentracdo de
acucares. Outros autores indicam que a substancia responsével pela protecéo
espermatica seja a lipoproteina de baixa densidade (LDL) (BERGERON et al.,
2004).

A gema de ovo apresenta algumas desvantagens na constituicdo do
meio diluidor, como a turvagao do meio diluidor dificultando a avaliagdo seminal
pelos processos convencionais de microscopia, além de causar inibicdo da
respiracdo celular (PACE & GRAHAM, 1974). Algumas tentativas foram feitas

para realizar o clareamento da gema de ovo através de diferentes técnicas,
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como a centrifugacéo, contudo sem obtencdo do mesmo sucesso da gema na
condicao natural (PICKETT, 1993; SILVA FILHO; 1994; SQUIRES et al., 1999).

Em outras espécies, o uso da gema de ovo tem suas limitacbes
peculiares, como para sémen de caprinos, a inclusdo de gema de ovo em
diluidores de modo geral ndo pode apresentar valores superiores a 2,5%. Isto
porque o bode expressa em seu plasma seminal a enzima fosfolipase A2, que
degradam os fosfolipidios da gema de ovo tornando o meio impréprio para a
protecdo espermatica (PENFOLD & WATSON, 2001).

A gema de ovo de galinha € mais empregada na formulacdo de
diluidores para equideos. Embora tenha sido registrado melhoria do
congelamento de sémen com uso de gema de ovo de codorna por TRIMECHE
et al. (1997) para sémen de jumentos e da gema de ovo de patas para sEmen
de garanhdes por (CLULOW et al., 2007).

A composicdo da gema de galinhas alimentadas com milho e soja,
apresenta cerca de 35% de &cidos graxos saturados, 45% de &cidos
monosaturados e 20% acidos graxos poli-insaturados (ANTON & GANDEMER,
1997). Os lipideos sédo os componentes primarios da gema de ovo
correspondendo 65% da matéria seca. Eles sdo compostos de 65% de
triglicerideos, 29% de fosfolipidios (sendo que 86% destes é de fosfatidilcolina
e 14% fosfatidiletanolamina), e 5% de colesterol, e <1% &cidos graxos livres
(ANTON et al., 2007).

A LDL é por¢cdo da gema como maior capacidade emulsificacéo,
representando por volta de 2/3 do conteudo sélido desta e faz parte da fragdo
soltvel da gema, denominada de plasma (DAUPHAS et al., 2007). Apresenta
densidade média de 0.982g/ml, e disposicdo em formato esférico com 17 a 60
nm de didmetro, com uma camada lipidica composta por triglicerideos e
colesterol, que séo rodeados por um filme de fosfolipidios e proteina. Os
fosfolipidios desempenham papel essencial na estabilidade da estrutura da
LDL, devido as forcas de associacdo entre as moléculas ser essencialmente
hidrofébicas (ANTON et al., 2006; DAUPHAS et al., 2007).

A LDL contém entre 83 - 89% de lipideos e 11 a 17% de proteinas.
Lipideos da LDL sdo compostos de aproximadamente 69% de triglicerideos,
26% fosfolipidios e 5% de colesterol (ANTON & GANDEMER, 1997).
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A LDL tem sido incriminada como responsavel pelos fatores de protecéo
contra o choque frio levantados por BOGART & MAYER (1950) e reafirmados
por PACE & GRAHAM, (1974). Nao se sabe ao certo o mecanismo pelo qual a
LDL protege o espermatozoéide a baixas temperaturas, porém de acordo com
MANJUNATH et al. (2002) e BERGERON et al. (2004) em recentes estudos
deste grupo, com sémen de bovinos criopreservado, apontam para uma
interacdo entre proteinas que o touro expressa em seu plasma seminal e a LDL
(BERGERON et al., 2003).

O touro expressa no plasma seminal proteinas ligadoras de lipideos
(Lipid-binding-protein/BSP: BSP-A1/A2, BSP —-A3 and BSP-30-kDa). Essas
BSPs induzem a remocgdo do colesterol e fosfolipidios da membrana
espermatica, desta forma induzem a capacitacdo do espermatozoide
(BERGERON et al., 2003). Com adicdo da gema de ovo e ou leite no diluidor
de congelamento, ocorre interacdo entre a LDL e as BSPs, desta forma
tornando a membrana estavel ao processo de resfriamento e congelamento
(BERGERON & MANJUNATH, 2006). Provavelmente, mecanismo de protecéo

semelhante ocorre para equideos como descrito no Esquema 1 para touros.

Espermatozoide (Epididimo) Secregdes das Glandulas Acessérias
(Plasma Seminal)
=S Ejaculagao = =
et . 2 s = =~ Pproteinas

T - I - -"'3'-_‘ BSP

membrana espermatica
-

,ﬁﬁyu? « Colesterol
fé_,. I Fosfolipidio

Efluxeo de Lipidios
e Colesterol
)

Espermatozéide Ejaculado

{-*—} Sémen diluido
Sémen nio diluido

- ﬁ LDL ou
‘&' 'R;‘k I’?@ ;g _Fatores
m_? éa.l e Prote:tores
do leite
Continuo Efluxo Lipidico Provavel Mecanismo de protegiio
{danos de membrana) da LDL e fatores protetores do leite

Esquema 1: Provavel mecanismo de agdo da protecdo da LDL e dos fatores
protetores do leite, proposto para sémen de touros. Adaptado: BERGERON &

MANJUNATH (2006).
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A concentracdo de gema de ovo nos diluidores de congelamento para
todas as espécies de animais domeésticos e silvestres e selvagens e varia de
2% a 20% (MARTIM et al., 1979; PAPA 1987; HOLT, 2001; PAPA et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT et al., 2008). Poucos autores tém avaliado
os efeitos de diferentes concentracdes dos niveis de gema de ovo (HOLT,
2001).

2.2.4. Processamento do sémen

De forma geral, os procedimentos utilizados para o congelamento de
sémen de equideos envolvem: o exame androldgico, a colheita de sémen,
avaliacdo seminal, diluicdo, centrifugacdo, desprezo do sobrenadante,
ressuspensao do pellet com o diluidor de congelamento, envase, resfriamento,
estabilizacdo do sémen, congelamento e, apés o descongelamento, avaliagdo
seminal (PAPA, 1987; FURST, 2006).

Até 0 momento nao existe um procedimento unificado para cada uma
das etapas descritas anteriormente, sendo muito variaveis tanto com os
resultados de pesquisas como com o0s procedimentos desenvolvidos na rotina
de campo (KLUG, 1992; SQUIRES et al., 1999; VIDAMENT, 2005; AURICH &
AURICH, 2006).

Em grande levantamento feito por SAMPER & MORRIS, (1998)
envolvendo Argentina, Australia, Bélgica, Brasil, Canada, Franca, Finlandia,
Alemanha, ltalia, Paises Baixos, Polonia, Africa do Sul, Suécia e Estados
Unidos, considerados no momento do estudo, paises onde a inseminacdo em
eglideos com sémen congelado era praticada com maior relevancia,
surpreendentemente os autores registraram 35 recomendacdes diferentes

entre todos os procedimentos.

A colheita de sémen, preferencialmente, deve ser utilizada com vagina
artificial, devidamente preparada (KENNEY et al., 1983; VARNER et al., 1991),
sendo que as atuais recomendacdes € que ndo se utilize mais a lubrificacao,
devido aos potenciais efeitos nocivos, principalmente osmoéticos, dos
lubrificantes (LIMONE et al., 2002; SAMPER, 2007).
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Melhores resultados de congelamento de sémen séo obtidos quando o
reprodutor tiver suas reservas espermaticas extragonadais esgotadas através
de coletas ou coberturas frequentes, uma vez que esse procedimento permite
que as mesmas sejam renovadas e haja padronizacdo das concentracdes
espermatica por ejaculado (AMANN & PICKETT, 1987).

Para a coleta do sémen de jumentos podem se utilizar como manequim
de coleta éguas, jumentas, jumentos castrados ou manequim artificial (tipo:
“phantom” ou “dummies”) (KREUCHAUF, 1984; THOMSPON, 1992; ROTA et
al., 2008). Porém, de acordo com KRECHAUF (1984), menores tempos de
coleta podem ser obtidos quando se utiliza jumentas em estros. Contudo, para
jumentos condicionados a cobertura de éguas melhores tempos sao obtidos

guando esse tipo de fémea.

ApOs ou durante a coleta, o sémen deve ser filtrado e a fracdo gelatinosa
ser devidamente separada da fracdo rica em espermatozoéides (KENNEY et al.,
1983; PAPA, 1987; GASTAL, 1991). ApGs separacdo das fracbes devem ser
iniciados os procedimentos de avaliagcdo espermatica de forma subjetiva, com
microscopio de luz, ou objetiva, através das analises computadorizadas
(DAVIES MOREL, 1999; MIRO et al., 2005). No caso da anélise objetiva do
sémen o mesmo deve obrigatoriamente ser diluido, e no caso de analises

subjetivas as andlises podem ser feitas sem diluicéo.

As avaliacdes rotineiras usadas no pré-congelamento de sémen de
eglideos sao: motilidade total, motilidade progressiva, vigor espermatico,
concentracdo espermética, volume sémen sem gel, aspecto seminais, além da
retirada de amostras para analise de morfologia espermatica (KREUCHAUF,
1984: DAVIES MOREL, 1999; FURST et al., 2005).

Na sequéncia, apos as avaliagcdes seminais, o0 sémen deve ser diluido
em um meio extensor que esteja a mesma temperatura (DAVIES MOREL,
1999). A diluicdo do sémen de equideos, apds a coleta, pode ser realizada a
37°C, imediatamente apds a colheita, ou apos um resfriamento do sémen da
temperatura corporal a temperatura de 22°C, conforme o protocolo francés de
congelamento (VIDAMENT, 2005).
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Os diluidores utilizados na centrifugacdo seminal para equideos sé&o
variaveis de acordo com a localidade no pais e mundo, facilidades de aquisi¢ao
de uso de determinado produto, além de outros.

Os principais diluidores sao: solugcédo sacarose 11% (PIAO, et al, 1988),
solugéo glicose EDTA (MARTIM et al., 1979; KLUG, 1992); solu¢do de Ringer
com lactato (PAPA et al., 1981); solucao de ringer lactato acrescido do meio de
Kenney (D’LLAQUA JR et al., 2001), meio diluidor de Kenney (SERRES et al.,
2002; MIRO et al., 2005), os meios INRA 82, 96, ou leite desnatado ultra-
pasteurizado (VIDAMENT, 2005; VIDAMENT et al., 2005; VIDAMENT et al.,
2008; ROTA et al., 2008).

A maioria dos diluentes utilizados para centrifugacdo de sémen de
eqlideos em muitos paises do mundo sdo diluentes comerciais de
resfriamento, principalmente a base de leite em p6 desnatado, variantes do
diluente de minima contaminacgéo proposto por KENNEY e seus colaboradores
em 1975 (SQUIRES et al., 1999; MIRO et al, 2005; PAPA et al., 2005;
RAPHAEL, 2007; ROTA et al., 2008).

A taxa de diluicdo seminal utilizada ao longo dos anos foi bastante
variavel (AMANN & PCIKETT, 1987). Porém, aparentemente a diluicdo seminal
mais adequada deve ser de uma parte de sémen para uma parte de diluidor
(DAVIES MOREL, 1999; PAPA, 1987; SQUIRES et al., 1999; ARRUDA, 2000;
ALVARENGA, 2002; PAPA et al., 2005; LOOMIS, 2006; SAMPER et al., 2007).

A centrifugacdo do sémen visa concentrar os espermatozoéides, para
permitir uma adequada diluicdo posterior e remover grande parte do plasma
seminal que tem efeitos nocivos aos espermatozoides quando em alta
quantidade, como diminuigcdo da motilidade espermatica (LOVE et al., 2002;
AURICH, 2008).

Experimentos indicam que de acordo com a metodologia empregada, a
centrifugacédo podera induzir danos e a peroxidacdo lipidica das membranas
espermaticas (RAPHAEL, 2007; AURICH, 2008). Os estudos sobre as forcas
de centrifugacédo para sémen de eqiideos apontam resultados mais favoraveis
para forcas de centrifugacdo mais leves (400 a 600 g), por curtos periodos de
tempo (extremos de 10 a 20 minutos) com um tempo médio de 15 minutos
(PAPA, 1987; AMANN & PICKETT, 1987; ARRUDA, 2000; ALVARENGA,
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2002; SERRE et al., 2002; MIRO et al., 2005; PAPA et al., 2005; AURICH,
2008).

O sémen contido em tubos de ensaio apds a centrifugagdo estara
fracionado em duas porcdes, sendo ambas formadas por plasma seminal,
espermatozoides, células de descamacao do trato reprodutivo e diluidor; sendo
que na por¢do superior do tubo estard a fragdo sobrenadante rica em plasma
seminal, diluidor usado para a centrifugacdo e algumas poucas células; e na
porcao inferior do tubo encontra-se o pellet que € uma espécie de agregado de
espermatozoides, plasma seminal e diluidor. Nesta ultima fracdo permaneceréo
cerca de 85% de todos os espermatozdides que iniciaram o processo de
centrifugacdo (PAPA, 1987; SQUIRES et al.,, 1999; PICKETT et al., 2001;
AURICH, 2008).

ApoOs a retirada da maior parte da fracdo sobrenadante o sémen deve
ser gentilmente ressuspendido com o diluente de congelamento, através de
suaves movimentos de succao e ejecdo do diluente de congelamento em
relacédo ao pellet (VARNER et al., 1991; SQUIRES et al., 1999; AURICH, 2008).

O volume de diluidor a ser acrescentado deve ser o suficiente para
desagregacdo do pellet, sem, contudo, torn-lo diluido demasiadamente,
impossibilitando o ajuste da concentragdo para o congelamento (LOOMIS,
2006).

Atualmente é quase unanime que a taxa ideal de diluicdo seminal apos a
centrifugacéo deva ser de 200 milhdes de células espermaticas/mL (ARRUDA,
2000). NASCIMENTO (2006), através de citometria de fluxo e andlise
computacional com o uso do programa CASA, obteve melhores resultados em
suas avaliacbes com sémen congelado de garanhdo em palhetas de 0,25 e 0,5
mL com a concentragdo de 100- 200 milhdes de espermatozoides/mL, em
relacdo ao sémen congelado com 400 milhdes de espermatozoides/mL.

ApoOs a adequacao da concentracao espermatica final, o sémen deve ser
envasado. Ao longo dos anos, baseados em trabalhos de pesquisa e rotina de
reproducdo com a espécie bovina, as descobertas nessa espécie foram
extrapoladas para o sémen de garanhdes e jumentos, infelizmente, a uma
velocidade mais lenta. Inicialmente, o sémen de equideos foi congelado em
ampolas de vidro (BARKER & GANDIER, 1957; POLGE & MINOTAKIS, 1963),
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posteriormente 0 sémen foi congelado na forma de pellets (NAGASE et al.;
1966 OSHIDA et al.,1967; MERKT et al., 1976); macrotubo ao final da década
de 70 (MARTIM et al., 1979) e em alguns paises do leste europeu, no mesmo
periodo, o sémen era congelado em espécies de tubos de aluminio
(TRISCHINER, 1979); na década seguinte, de 80, e permanecendo até os dias
atuais prevalece o uso da palheta francesa de 0,5 ml (LOOMIS et al., 1983;
AMANN & PICKETT, 1987; ARRUDA et al.,, 1989; PICKETT et al.,, 2001;
ALVARENGA, 2002; LOOMIS, 2006; NASCIMENTO, 2006). OLIVEIRA (2005)
trabalhando com sémen de jumentos, ndo obteve diferencas significativas,
entre 0o congelamento de sémen em palhetas francesas de 0,5mL ou em

macrotubo de 2,5 mL.

A metodologia de envase em palhetas oferece vantagens em relacao
aos demais dadas a praticidade proporcionada no envase e vedacao,
identificacdo permanente, congelamento homogéneo e ser de fécil aquisicéo,
entre outras (ARRUDA et al., 1986; PICKETT et al., 2001).

No processamento do sémen para o congelamento, inicialmente o
mesmo deve ser resfriado da temperatura corporal a temperatura ambiente
(37°C para 20°C). Este resfriamento, aparentemente, tem pouco efeito ou
nenhum dano sobre a célula espermatica desde que um adequado diluidor seja
utilizado. No entanto, a temperatura de 19°C a 8 °C, € uma temperatura critica
para o0 espermatozéide equino (KEITH, 1998), provavelmente seja também
para sémen de jumentos. Esta temperatura ocorre quando a membrana
espermética esta sob a fase de transicdo do estado liquido cristalino para o
estado gel (GRAHAM, 1996).

Caso 0 sémen nao esteja adequadamente diluido, protegido e resfriado
com taxas adequadas, quando estiver sendo resfriado e passando por essa
faixa de temperatura, ocorrerd o fendbmeno do choque térmico pelo frio
caracterizado por perda da motilidade, fertilidade e movimento circular fechado
(ALVARENGA, 2002).

Os danos causados pelo choque frio incluem: danos na membrana
plasmatica em diversos pontos, reducdo do metabolismo de carboidratos,
desbalanco catio-ibnico, perda do conteudo intracelular como enzimas e

lipidios. O acrossomo parece ser essencialmente afetado pelo choque frio,
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podendo exibir aumento de volume ou vesiculagcédo e se destacar do segmento
equatorial (KEITH, 1998).

O resfriamento do sémen induz a uma série mudancas na composicao
e na organizacdo da bicamada lipidica (SQUIRES et al., 1999). Deste modo,
quando a temperatura é reduzida, a movimentacao lateral dos fosfolipidios se
torna mais restrita, exibindo uma transicdo da fase fluida para gel com

formacao de arranjos hexagonais (WATSON, 1996).

AlteracOes fisico-quimicas das membranas espermaticas, causadas
pelo resfriamento, podem ser irreversiveis como: a diminuicdo da fluidez e
aumento na permeabilidade da membrana, danos acrossomais, liberacéo de
enzimas e fosfolipidios, redugéo na atividade metabdlica e no consumo de ATP
(FARSTAD, 1996).

As taxas ideais de resfriamento do sémen equino foram demonstradas
por VARNER et al. (1988), onde os autores observaram que as taxas de

resfriamento podem afetar a capacidade de retencdo da motilidade.

A faixa de temperatura que o espermatozoide equino é mais sensivel
foi demonstrada por KAYSER et al. (1992), onde a equipe demonstrou que nas
taxas de resfriamento de 37°C a 20°C, o sémen pode ser resfriado a altas taxas
sem efeitos adversos para a motilidade, contudo, a faixa de 20° a 5°C
demonstrou-se como faixa de maior sensibilidade da célula espermatica equina
aos danos induzidos pelo resfriamento, e uma taxa de resfriamento de — 0.05 a

— 0.1°C pode maximizar a motilidade.

Em adicdo ao experimento anterior, MORAN et al. (1992) acrescentam
que a partir de 19°C a 8°C como sendo realmente a faixa de maior
sensibilidade da célula espermatica equina, e que a partir de 8°C até 5°C o
resfriamento pode ser feito rapidamente. Para sémen de jumentos n&o
encontramos nha literatura estudo semelhante de qual seria a faixa de
temperatura ao qual o espermatozoide de asinino é mais sensivel ao choque

térmico pelo frio.

Na faixa de maior susceptibilidade ao choque térmico o sémen deve ser
resfriado gradativamente, as taxas de resfriamento podem ser agrupadas
dentro de trés categorias: lentas (<0,33TC/min); meédias (0,33T/min a

1,0C/min) e rapidas (>1,0C/min) (DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984). Porém,
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baseados no experimento de FERREIRA (1993), as melhores curvas de
resfriamento para asininos em sémen mantido a 5°C, foram as taxas de - 0,6°C

e — 1°C/min, em relagéao a — 0,3°C/min.

FURST (2002) desenvolveu um sistema de resfriamento artesanal ao
qual o sémen de garanhdes foi resfriado de 22°C até 8°C, durante 35 minutos,
proporcionando uma taxa média de queda de -0,5°C/min, contudo, o sémen
deve, apds o resfriamento, permanecer por 25 minutos em geladeira para

estabilizacao prévia ao inicio do congelamento.

A curva do autor foi utilizada para sémen de garanhdes da raca Bretédo e
Mangalarga Marchador e apresentou bons resultados de fertilidade em éguas
inseminadas até seis horas apds a ovulagdo (FURST; 2006).

As células sdo desafiadas a passar por uma faixa critica do
congelamento apds atingirem 8°C, elas seréo resfriadas até atingirem a faixa
de -15°C para -50°C (MAZUR, 1980). As mudancas celulares que ocorrem
durante o congelamento n&o estdo associadas a sua habilidade de se
armazenarem em temperaturas muito baixas, mas sim aos efeitos nocivos da
passagem por uma faixa de temperatura intermediaria (-15°C a —60°C) que a
célula atravessa duas vezes, uma durante o congelamento e outra durante o
descongelamento (SQUIRES et al., 1999).

Uma vez atravessada esta faixa de temperatura, a atividade metabdlica
e as reacOes cessam e as células se tornam dormentes. A viabilidade nao é

alterada apés a célula atingir a temperatura de -196°C (MAZUR, 1980).

O espermatozoide atinge um estadio de anabiose na temperatura do
nitrogénio liquido (-196°C). Uma provavel explanacdo para isso € que nao
existe agua liquida ao redor da temperatura de —130°C, pois o0 estado fisico da
agua esta na forma de cristais e nesse estado a viscosidade é alta e a difusédo
praticamente ndo ocorre, e em — 196°C ndo h& energia térmica para reacdo
quimica (KEITH, 1998).

Para os protocolos de congelamento ndo tém sido estabelecida a curva
ideal de congelamento, provavelmente devido & composicdo extremamente
variavel do meio diluidor, tipos e concentracéo de crioprotetores (HEITLAND et
al., 1996).
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Na maioria dos protocolos atualmente disponiveis para o congelamento
é utilizada uma curva de congelamento rapida de -60C/min, sendo obtida pela
exposicao das palhetas horizontalmente, trés cm acima do vapor de nitrogénio
(PAPA, 1987; FURST, 2006). Apds esta fase o sémen deve ser entdo
mergulhado no nitrogénio liquido onde pode ser armazenado por periodo de
tempo indeterminado (SQUIRES et al., 1999).

De acordo com FURST et al. (2005) o protocolo mais largamente
empregado para o0 congelamento de sémen de garanhdo constitui-se da
utilizacdo de uma raque, dispositivo ao qual as palhetas sdo depositadas a 3
cm acima do nivel do nitrogénio liquido. Assim, neste sistema o vapor de
nitrogénio causara o congelamento do sémen a uma taxa média de -70°C/

minuto.

CRISTANELLI et al. (1985) demonstrou n&o haver diferencas
significativas nas percentagens de motilidade progressiva nos espermatozoéides
equinos congelados no vapor de nitrogénio a altura de quatro cm, quando
comparados com congelamento em congelador automatizado com curvas
programadas, utilizando para isto diferentes taxas de congelamento. As curvas
realizadas pelo congelador programavel foram de -10C/min, da temperatura
de 20C até -15T; e outra curva de -15C/min de -1 5T até -120<C, quando as

palhetas eram mergulhadas no nitrogénio liquido.

Apos o0 congelamento o0 sémen deve ser submetido ao
descongelamento, que atualmente é feito em banho-maria com &agua, em
temperaturas que variam de acordo com o recipiente de envase utilizado e com
a disponibilidade de equipamento.

Para sémen congelado em palhetas francesas de 0,5 mL, duas
recomendacdes tém sido mais preconizadas: descongelamento a 37°C/30
segundos ou de 75°C/7segundos, seguida de imersdao em banho-maria a 37°C
(ARRUDA, 2000). Contudo, os resultados de experimentos sdo contraditorios
em qual seriam a melhor temperatura e tempo (DAVIES MOREL, 1999).

Porém, a temperatura de 37°C se mostra mais apropriada pela facilidade
e menor probabilidade de erros ao descongelamento, além de maior agilidade
no descongelamento de mdltiplas palhetas (SAMPER et al., 2007). FURST et
al. (2005) avaliaram duas temperaturas de descongelamento para sémen de
garanhdes da raca Mangalarga Marchador, e ndo observaram diferencas nas
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motilidades total e progressiva para a temperatura de 37°C/30 segundos e
75°C/7segundos; porém o vigor espermatico médio ao descongelamento foi

favorecido na ultima temperatura.

2.2.5. Procedimentos utilizados para o congelamento de sémen de

jumentos

Aparentemente, o primeiro trabalho envolvendo o congelamento de
sémen de jumentos foi realizado por POLGE & MINOTAKIS (1963), em que 0s
autores se utilizaram de diluidor a base de gema de ovo, glicerol e ampolas de
vidro como sistema de envase baseados na metodologia de congelamento de

sémen de touros.

KRAUSE & GROVE (1967) avaliaram trés meios diluidores no
congelamento de sémen de jumentos e garanhdo contendo 1) glicose-gema-
de-ovo-glicerol; 2) lactose-gema-glicerol; 3) rafinose-gema-de-ovo-glicerol.
Utilizaram a metodologia de pellets baseados em trabalhos de pesquisadores
japoneses com sémen de bovinos (NAGASE & NIWA, 1964).

Apos a coleta, o sémen foi avaliado quanto a motilidade e os aspectos
macroscopicos e, entdo, cerca de 10 a 15 minutos apos, o sémen foi diluido e
congelado em um dos diluidores a base de gema de ovo e glicerol, sendo que
somente a fonte do acucar foi alterada. Relataram que a motilidade pés-
descongelamento variou de 50 a 70%, sendo que no pré-congelamento foi de
70 a 80%. Os autores realizaram a inseminacado de duas éguas (cinco servigos)
com sémen de jumento, sendo que uma égua se tornou gestante, enquanto
para 0 sémen de garanhfes duas éguas se tornaram prenhes, apos treze

servi¢cos, em um total de quatro éguas inseminadas com o sémen de garanh&o.

KREUCHAUF (1984) comparou a metodologia de MARTIM et al. (1979),
em criotubo alemdo do tipo macrotubo com capacidade de 5 mL, com a
metodologia de armazenamento na forma de pellet. Para a metodologia do
macrotubo o sémen foi diluido no meio diluidor glicose-gema EDTA, até obter
uma concentracao final de 60x10° espermatozéides por mL, entdo o sémen foi
centrifugado em tubos com capacidade de 10 mL, durante cinco minutos a 500

g em temperatura ambiente. A seguir 9 mL do sobrenadante foram removidos e
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3 mL do meio diluidor lactose-gema de MARTIM et al, (1979) foi adicionado ao

pellet formado.

Subsequentemente, o0 sémen foi envasado em macrotubos e congelado
em posicao horizontal a 3 cm do nivel do nitrogénio liquido. Com a segunda
metodologia de pellet, o sémen foi colhido com vagina aberta adaptado do
modelo polonés (TRISCHNER, 1979), empregando os dois primeiros jatos do
ejaculado. E a cada 1 mL de sémen colhido, foi adicionado 3 mL do diluente de
NAGASE e GRAHAM (1964) (solucao lactose 11% -75,3 mL; gema de ovo 20

mL; e glicerol 4,7 mL).

A seguir gotas de sémen diluido com capacidade 0,5 mL, foram
colocadas em uma placa através de uma pipeta, e foi entdo congelado em
vapor de CO; a -79°C, sendo armazenado em um recipiente plastico com
capacidade de 100 mL em nitrogénio liquido a -196°C. Seguindo os protocolos
de descongelamento preconizados pelos dois métodos, o autor avaliou a
motilidade pelos dois métodos e obteve 44 + 7,0% para o primeiro método e 50
+ 10,3%, porém sem diferencas estatisticamente significativas entre o0s

mesmaos.

O primeiro estudo com congelamento de sémen de asininos no Brasil foi
descrito por VIEIRA et al. (1985). Os autores selecionaram um jumento
reprodutor da raca Péga e um garanhdo Puro Sangue Arabe. Os dois
reprodutores foram selecionados segundo um critério pré-estabelecido por eles
em que o ejaculado deveria apresentar: 300 milhdes de espermatozdides por
mL, tendo > 70% de motilidade progressiva e patologia espermatica total
abaixo de 10 a 20% no sémen fresco, e apds todos os procedimentos de
congelamento o sémen deveria apresentar no minimo 40% de motilidade

progressiva para ser considerado aprovado.

Apbés a coleta, o sémen foi diluido no meio lactose-gema-EDTA, e em
seguida centrifugado a 1000 g durante 5 minutos. Logo apods, o pellet foi
ressuspendido no mesmo meio utilizado para a centrifugacdo a uma
concentracéo final de 250 milhdes de espermatozdides por palheta francesa de
0,5 mL, e a sequir foi realizado o congelamento.

Os autores realizaram teste de fertilidade em nove éguas na estacao de

reprodutiva de 1984/1985. O controle folicular foi feito as sete horas e as 18
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horas, e com a realizacdo da inseminacao artificial real apos a ovulacdo
detectada. Momentos antes da inseminacdo o sémen foi descongelado a 75°C
por sete segundos, e re-diluido em 10 mL, do meio lactose-gema-EDTA, sem o

glicerol, e a seguir mantido em banho-maria a 38°C.

E ainda estabeleceram como dose inseminante o numero de 400 a 500
milhdes de espermatozéides com movimento progressivo, e com a deposi¢cao
do sémen realizada intraocornual profunda, ipsilateral a ovulagéo. Dos 20 ciclos
utilizados, uma se tornou gestante no primeiro ciclo, duas se tornaram
gestantes no segundo ciclo e trés se tornaram gestantes no terceiro ciclo. A

taxa de concepcéo final foi de 66,7%, porém a fertilidade por ciclo foi de 30 %.

ARRUDA et al. (1986) utilizaram o diluidor de MARTIM et al. (1979), e
palhetas francesas de capacidade de 0,5 mL, com um total de 250 milhdes de
espermatozoides por palheta. Para avaliagdo da metodologia os autores
realizaram a inseminacéo artificial em 16 ciclos, e ao final foi obtido taxa de
prenhes de 44% (7/16 ciclos).

Aparentemente, o maior programa de inseminacao artificial de equideos
com sémen congelado de garanhdes e jumentos, foi realizado na China, por
PIAO et al. (1988), onde os autores descrevem inseminacédo de 89.176 éguas e
jumentas sem discriminagcdo do numero exato entre cada uma das espécies, no
periodo de 1982 a 1987, sendo que o diluidor utilizado foi a base de gema de
ovo e glicerol. A descricdo dos procedimentos neste relato retrospectivo esta
ligeiramente confuso, entretanto os autores relatam altas taxas de fertilidade,
porem nao precisado por ciclo apenas ao final da estacdo reprodutiva.

ARRUDA et al. (1989) realizaram o congelamento de sémen de 05/1982
a 09/1985, com um jumento da raca Brasileira, apés a colheita o sémen foi
avaliado quanto aos aspectos fisicos e de morfologia espermatica. O sémen foi
entdo diluido no meio lactose EDTA gema de ovo e centrifugado a 1000g/ 5
minutos e entdo novamente ressuspendido e congelado no mesmo diluidor e
envasado em palhetas francesas de 0,5 mL, em concentracdes que variaram
ao longo dos diferentes anos de 250 a 600 milhées de espermatozoides por
criotubo.

Os autores obtiveram motilidade média de 44,26 + 10,92% e vigor médio

de 3,85 + 0,41, em um total de 54 congelamentos/descongelamentos.

129



ARRUDA et al. (1989b) trabalhando com seis garanhdes da raca Puro
Sangue Arabe e um jumento da raca Brasileira, mantidos como doadores de
sémen para o congelamento na Embrapa Pecuaria Sudeste em Sao Carlos -
Sao Paulo, Brasil, em analise de 148 ejaculados de reprodutores das duas
espécies, sendo 29 ejaculados para o jumento e as demais 119 coletas de
garanhfes, propuseram como sendo valores ideais minimos para bons
resultados de congelamento como: concentracdo espermética = 300x10°
espermatozoides/mL, motilidade progressiva = 70% e patologia espermatica
total < 25%. Entretanto, apenas o reprodutor asinino e um garanhao atingiram

esses niveis minimos.

SILVA et al. (1997) utilizaram seis jumentos da raca Nordestina e
mesticos, com idades variando de 3 a 12 anos (cinco ejaculados/reprodutor),
sendo o sémen diluido na proporcao de 1:1 no meio glicose-EDTA, e, entéo,

centrifugado a 600 g durante 10 minutos.

O sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido com o meio diluidor
lactose-gema de MARTIM et al. (1979). A seguir o sémen foi igualmente
dividido em dois sistemas de criotubos, o macrotubo com capacidade para 4
mL proposto pelos autores anteriores e uma espécie de tubo retangular do tipo
creme dental com capacidade de 10 mL. Ambos os criotubos tiveram a

concentracdo espermatica ajustada para 100 milhdes de espermatozoides/mL.

Os autores realizaram a comparacdo entre os criotubos através da
motilidade e vigor, no teste de termo-resisténcia longo de 240 minutos e
através da morfologia espermética. Os autores ndo observaram diferencas,

estatisticamente significativas, entre os dois criotubos.

Na Franca TRIMECHE et al. (1996) realizaram o congelamento de
sémen de jumentos da racga Poitou, com o meio INRA 82 (PALMER, 1984)
modificado, contendo 2 % de gema de ovo de codorna e 4% de glicerol. Os
autores realizaram a adicdo do aminoacido glutamina ao meio diluidor

modificado nas concentracdes de 80, 120 ou 240 mM.

A seguir, os autores realizaram avaliagdo computadorizada da
motilidade apds o descongelamento, e os resultados foram que a adi¢cdo de

glutamina na concentracdo de 80 mM melhorou significativamente, a motilidade
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pos-descongelamento e que a medida que se aumentou a concentracao de

glutamina piores foram os resultados de motilidade pés-descongelamento.

Na hipdtese formulada pelos autores a glutamina atuaria aumentando a
osmolaridade do meio e também atuando em processos metabdlicos da célula
espermatica asinina diferente do mecanismo de acdo de crioprotetores

convencionais.

Andlises e comparac¢des na composicdo quimica entre a gema de ovo
de galinha (GOG) e gema de ovo de cordorna (GOC) foram feitas por
TRIMECHE et al. (1997). Neste estudo, os autores observaram que a GOC e
GOG, possuem composicdo semelhantes, entretanto, a primeira possui maior
proporcao de fosfatidilcolina e menor proporcdo de fosfatidiletanolamina, além

de menor taxa de acidos graxos poli-insaturados.

Embasados nestas diferencas os autores realizaram o congelamento de
sémen de jumentos da raga Poitou, no meio INRA 82 contendo 4% de glicerol e
diferentes concentracdes de gema de ovo dos dois tipos. Apds feitas as
avaliacbes objetivas de motilidade pelo programa CASA, registraram o0s

melhores resultados para o sémen congelado contendo 10% de GOC.

Em trabalho relevante na literatura TRIMECHE et al. (1998) relataram o
nascimento do primeiro jumento nascido no mundo proveniente de sémen
congelado. Para isso os autores utilizaram uma série de procedimentos
ligeiramente diferentes para os preconizados na época. O sémen de quatro
jumentos da raca Poitou (4 a 8 anos) foi colhido com vagina artificial trés vezes
por semana. Apos a coleta o sémen foi filtrado e diluido a temperatura de 34°C
com solucdo crioprotetora em um dos meios descritos na sequéncia, até se
obter uma concentracéao final de 60 milhdes de espermatozoides por mililitro.

Os diluidores usados foram: 1) meio basal (contendo 126,2 mM de
glicose; 4,2 mM lactose; 2,5 mM rafinose; 1 mM de citrato de sédio; 1,3 mM
citrato de potassio; 4% de glicerol ; 2% de gema de ovo de cordona; 83,3 mg
de penicilina e 100 mg de gentamicina, 1 litro de leite desnatado e 1 litro de
agua destilada), este meio apresentou uma osmolaridade média de 288
mOsm/Kg; 2) meio basal adicionado de 80 mM de L-glutamina, com
osmolaridade final no diluidor de 370 mOsm/kg; 3) meio basal mais 10% de
gema de ovo (centrifugada 15.000 g/15 minutos) com osmolaridade final no

diluidor: 290 mOsm/Kg; e 4) meio basal mais a adicdo de 80 mM de L-
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glutamina, acrescido de 10 % de gema de ovo (centrifugada 15.000 g/15
minutos) sendo a osmolaridade final neste diluidor de 375 mOsm/Kg.

O sémen apos a diluicdo foi resfriado de 34°C até 4°C em tubos de
capacidade 30 mL em um refrigerador programavel a uma taxa de — 0,5°C por
minuto. O sémen foi entdo envasado em palhetas francesas de 0,5 mL e
congelado a 10 cm do vapor de nitrogénio por 10 minutos, e entdo submergido
no nitrogénio liquido a -196°C. Os autores avaliaram a viabilidade espermatica
através da integridade de membrana e dos parametros de motilidade. Na
combinacéo dos resultados obteve-se os melhores resultados com o diluidor de
numero 4 ao qual foi denominado por eles de T2-94.

A seguir no mesmo estudo o referido diluidor T2-94, foi utilizado para
teste de fertilidade em 13 jumentas divididas em dois grupos, um grupo com
seis e outro com sete jumentas. Cada grupo foi inseminado com o meio T2-94
com a remocao do glicerol pds-descongelamento ou sem a remocéo do glicerol
pds-descongelamento a cada ciclo.

No total quatro ciclos foram usados, e ao final de cada ciclo as jumentas
de cada grupo foram alternadas entre os dois tratamentos do sémen e a
medida que se tornavam gestantes foram retiradas do experimento.
Imediatamente antes da inseminacdo o sémen foi descongelado a 37°C por 30
segundos, em banho-maria. As jumentas foram inseminadas diariamente com
600 milhdes de espermatozoides, a partir da deteccédo de um foliculo de 30 mm

até a deteccdo da ovulacao.

No total 38 ciclos foram usados, sendo 21 ciclos usados com o grupo
que O glicerol havia sido removido (adicdo de 10 mL do proprio T2-94- grupo
desglicerolizac&o) e 17 ciclos com o glicerol (sem desgliceroliza¢do), no grupo
onde o glicerol n&o foi removido ndo foram obtidas gestacbes (0/17 ciclos). A
taxa de concepcéo final por ciclo foi de 21,05%, enquanto se considerarmos
somente os tratamentos a taxa de concepcao do grupo ao qual o glicerol foi

removido obteve-se uma taxa de fertilidade de 38,09% (8/21 ciclos).

VIDAMENT et al. (2005), relata que em 1997, o sémen de quatro
jumentos da raca Baudet du Poitou foi congelado com bons resultados de
motilidade utilizando a técnica francesa de congelamento de sémen de equinos
preconizada por VIDAMENT et al. (2000). O sémen foi entdo utilizado na
inseminacao artificial de éguas e jumentas, e os resultados de fertilidade foram
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considerados muito baixos, de um total de 34 jumentas inseminadas somente
12% se tornaram gestantes, enquanto que em 48 ciclos de éguas, somente
35% se tornaram gestantes.

PAPA et al. (1999) congelaram sémen de um jumento da raca Péga,
comparando a metodologia descrita por MARTIM et al. (1979), com uma nova
metodologia desenvolvida pelo grupo através do uso de um diluidor
denominado M9H.

O referido novo meio consistia de uma mistura do meio proposto por
MARTIM et al. (1979), acrescido do meio de KENNEY et al. (1975) e do meio
de cultivo celular BME (Basal Medium Eagle). Apés a coleta, o sémen foi
diluido a uma proporcdo de 1:1 com uma solucdo contendo (50% KENNEY et
al. 1975 e 50% de Ringer lactato), e em seguida centrifugado a 600 g durante

cinco minutos.

Apbs o desprezo do sobrenadante o pellet foi ressuspendido em um dos
dois diluidores descritos e entdo congelado, contendo 100 milhGes de
espermatozoides a cada palheta francesa de 0,5 mL. A segquir, foi realizado o
teste de fertilidade e somente amostras com motilidade superior a 50%, 70%
de retencdo de acrossoma e vigor trés foi utilizado. Os autores realizaram a
inseminacdo de trés éguas da raca Mangalarga as 36 e 48 horas apds a
inducdo com 2500 Ul de hCG, a partir da deteccédo de um foliculo ovulatério de
35 mm. Aos 14 e 21 dias realizaram o diagnostico de gestacao e duas éguas

se tornaram gestantes.

ALVAREZ et al. (2004), em trabalho com jumentos da raca Zamorano-
Leonés, avaliaram diferentes concentracbes de dimetilformamida e
metilacetamida, variando de 2,5 a 5% de concentracao final, sendo que o grupo

controle foi feito pelo grupo contendo 2,5% glicerol.

Por analises dos parametros de motilidade com o programa CASA e a
integridade de membrana, avaliado com o teste hiposmadtico (HOST), e
integridade de acrossoma por citometria de fluxo com uso da sonda
fluorescente (FITC-PSA), os autores concluiram que dimetilformamida ao nivel
de 5% apresentou os melhores resultados conjuntamente para todos os testes.

Estudos com sémen de jumentos Zamorano-Leonés do mesmo grupo

anterior foram conduzidos por SERRES et al. (2004), neste ensaio os autores
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compararam duas concentracdes de glicerol 2,5% e 5% de glicerol no diluidor
de BURNS & BURNS (1992) e no diluidor de MARTIM et al. (1979).

O primeiro diluidor é feito a base de uma mistura do segundo diluidor
com o diluidor de minima contaminacdo de KENNEY et al. (1975). Para
avaliacdo dos diluidores e diferentes concentracbes de glicerol os autores
realizaram avaliacgdo da motilidade espermatica pelo programa CASA,
integridade acrossomal (FITC-PSA) por citometria de fluxo e integridade de

membrana pelo HOST.

Independente do diluidor, a concentracdo de 2,5% de dlicerol
demonstrou melhores efeitos sob os parametros avaliados, enquanto que o

diluidor de MARTIM et al. (1979) demonstrou-se superior ao primeiro diluidor.

OLIVEIRA (2005) conduziu um amplo experimento para avaliar o efeito
de dois sistemas de enavase de sémen (macrotubo de 2,5 ml e palheta
francesa 0,5 mL) e diferentes crioprotetores. Com esses dois sistemas o autor
utiizou o diluente MP 50 (PAPA et al., 2002) e variou 10 diferentes
combinacdes de crioprotetores (1:2% dimetilsulfoxido e 2% dimetilformamida;
2: 3% de dimetilformamida; 3: 2% de metilformamida; e 2% de glicerol; 4: 2%
de dimetil acetamida e 2% de glicerol; 5. 3% de metil formamida; 6: 3 % de
dimetil acetamida; 7: 3% de glicerol e 2% de dimetil acetamida; 8: 3% de
glicerol e 2% de dimetil formamida; 9: 3% de dimetil sulfoxido e 2% de glicerol;

e 10: 1% de etilenoglicol + 3% dimetil sulfoxido e 1% dimetil formamida).

Para as avaliagbes de motilidade o autor utilizou andlise objetiva pelo
Hamilton Thorne e teste de microscopias com florescéncia, e para o teste de
fertilidade foram inseminadas 53 jumentas e 10 éguas. Nas avaliaces in vitro

nao foram observadas diferencas (P>0,05) entre os dois sistemas de envase.

Feitas as avaliagbes poOs-descongelamento de andlise objetiva da
motilidade com o programa CASA, o autor observou que a melhor formulacdo
de crioprotetor foi a base de acetamida. Nos testes de fertilidade quatro das 10
éguas inseminadas se tornaram gestante, enquanto no grupo de jumentas

nenhuma se tornou gestante.

VIDAMENT et al. (2005) conduziram experimento com dois jumentos da
raca francesa Baudet du Poitou na Central Francesa de Reproducéo da raca.

Para isso utilizou o protocolo francés de congelamento, com uso do meio
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diluidor INRA 82 acrescido de 2% de gema de ovo, para o resfriamento até

22°C e centrifugag&o por 10 minutos.

Apés a centrifugacdo o sémen foi ressuspendido em meio INRA 82
acrescido de 2% de gema de ovo dividido em dois tratamentos, um diluidor
acrescido de 2,5 % de glicerol e a outra parte com o mesmo diluidor, porém

com 2,5% de dimetilformamida.

A partir da ressuspensao o sémen foi resfriado por 1 hora e 15 minutos a
4°C e somente entdo envasado em palhetas francesas de 0,5 mL, e entédo
congelado em congelador programavel a - 60°C/min. O descongelamento foi
realizado a 37°C/30 minutos. A motilidade pés-descongelamento foi de 54 e
74% para o diluidor com glicerol e dimetilformamida, respectivamente (p>0.05).
Foram realizadas inseminacbes com 400 milh6es de espermatozéides com
movimento progressivo, pré e pos-ovulacédo. A fertilidade por ciclo foi muito
baixa e similar entre os dois crioprotetores, 0/16 e 2/19, respectivamente
(p>0.05) (jumento 1: 0/7 e 1/10 respectivamente, jumento 2: 0/9 e 1/9

respectivamente).

ALVAREZ et al. (2006) realizaram estudos para avaliar o efeito da
adicdo de colesterol carreado por ciclodextrina para congelamento de sémen
de jumentos da raga espanhola Zamorano-Leonés. Os autores incubaram o
sémen por 15 minutos a 20 ou 37 °C, em concentra¢cdes que variaram 0; 1,5;
2,0; 2,5; ou 3 mg ciclodextrina-glicerol/120x10° espermatozéides. A seguir o
sémen foi congelado em meio diluidor de MARTIM et al. (1979) contendo 2,5%
de glicerol. Para a avaliacdo do congelamento os autores utilizaram analise de
objetiva da motilidade pelo programa CASA, pelo HOST,; e pela coloragdo com
iodeto de propidio e FITC-PSA e avaliacdo em citometria de fluxo. Baseados
nos valores obtidos nos testes o autores concluiram que a melhor temperatura
para a adicdo de colesterol com uso de ciclodextrina foi de 20°C e a melhor
concentracdo de ciclodextrina glicerol foi de 2,0mg/120 milhdes de

espermatozoides.

Em recente estudo VIDAMENT colaboradores (2008) avaliaram
diferentes concentragdes de crioprotetores sobre a fertilidade de sémen
congelado de jumentos das racas Baudet du Poitou, Grand Noir du Berry e
Pyénéen, baseados na metodologia francesa de congelamento de sémen de

garanhdes descrita por VIDAMENT et al. (2000). No experimento 2 deste
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estudo os autores utilizaram sémen de seis jumentos Poitou, utilizando o meio
INRA 82 contendo 2,2% de volume de glicerol e glutamina (sémen de 4
jumentos) e sem glutamina (sémen de 2 jumentos).

Para avaliacdo da fertilidade de campo 25 éguas (50 ciclos) e 22
jumentas (38 ciclos) foram inseminadas duas vezes, 24 e 48 horas antes da
ovulacdo, com 800 milhBes de espermatozdides moveis totais. Apds 50 ciclos
de éguas e 38 ciclos de jumentas somente 36% (18/50) e 11% (4/38) dos ciclos
resultaram em prenhes, foram observadas diferencas, estatisticamente
significativas, nas taxas de concepc¢ao entre espécies.

No experimento de nimero 8 do mesmo estudo os autores utilizaram
sémen de cinco jumentos da raga Poitou em meio INRA 82 contendo glicerol e
glutamina, e o sémen de outros dois jumentos da mesma raca contendo
glicerol e sem glutamina.

Neste experimento apds o descongelamento 10 mL de leite desnatado
foi adicionado ao conteitdo de 8 palhetas (400 milhGes de
espermatozoides/mL), ainda neste experimento, para o teste de fertilidade, os
autores realizaram a inseminacdo de 11 jumentas Poitou, por um ou dois
ciclos.

Como grupo controle para o experimento 8 os autores utilizaram
sémen de um reprodutor Poitou e um Grand Noir Berry, congelado em meio
diluidor INRA 82 contendo glicerol (grupo controle). O sémen dos dois ultimos
reprodutores foi diluido em 11 mL de leite a 35°C (9 palhetas-400 milhdes/mL),
apos a diluicio o sémen foi centrifugado em dois tubos de ensaio com
capacidade de 15 mL, apo6s a centrifugacéo o pellet foi ressuspendido em 4mL
de leite a 22°C e a seguir seis jumentas mesticas (2 a 3 ciclos/fémea) foram
inseminadas com 400 milhdes de espermatozoéides, 24 e 48 horas, antes da
ovulagdo com o volume referido. Neste experimento as taxas de gestacéo
registradas foram 0% (0/15); 0% (0/8) e 13% (1/8) respectivamente para o0s
grupos ressuspensao com leite, grupo controle e grupo com centrifugacéo e
ressuspensao em leite.

No experimento de nimero 9 o sémen de dois jumentos Poitou, foi
dividido em duas por¢cdes e congelados em meio diluidor contendo 2,1% de
glicerol ou com 2,2% de dimetilformamida. A seguir apds o descongelamento
somente partidas contendo acima de 35% de espermatozoides com velocidade

rapida foram utilizados para a inseminacdo de sete jumentas mesticas (3
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ciclos) e doze jumentas Poitou (1 ou 2 ciclos), as taxas de concepcéo
registradas foram 0% (0/16) e 11% (3/28), respectivamente, para 0S grupos
contendo 2,1% de concentracéo de glicerol e 2,2% de dimetilformamida.

Em concluséo, os autores sugerem que a alta concentracéao de glicerol
tem efeito deletério sobre espermatozoides de jumentos e que 0s niveis altos
foram marcadamente mais nocivos quando o sémen congelado de jumento foi
utilizado na inseminacéo pré-ovulagédo. Os autores ainda consideram que uma
possivel interacdo glicerol diluidor, a base de leite, e aparelho genital da

jumenta possam ter ocorrido.

2.3. Fertilidade e perda embrionaria em equideos

Para que o processo de fecundacdo ocorra € necessario que O0S
espermatozoides e ovécito(s), se encontrem na ampola da tuba uterina, e para
isso é de crucial importancia que ambos tenham completado seu processo de
maturacdo (CURRY, 2000, SENGER, 2003).

De acordo com o mesmo autor para determinadas espécies cujas
fémeas sdo ovuladoras induzidas como a gata e a coelha, a deposi¢cdo do
sémen e ovulacdo ocorrem de modo sincronizado, permitindo assim a
maturacdo do gameta feminino e masculino, entretanto para fémeas como a
€égua que apresenta longos intervalos de estro e a cobertura pode ocorrer antes
ou apoés a ovulacao, e assim ndo ocorre sincronismo e desta forma a deposicao
espermética no genital feminino e os estagios de maturacdo gameética poderao

estar diferentes, fazendo com que a fecundacéo néao ocorra.

A ampla variacdo possivel entre o momento ovulatério e a deposi¢cao no
genital, demanda que o espermatozdide permaneca viavel no aparelho genital
por um periodo de tempo prolongado para que no momento da ovulacdo seja
possivel o encontro de duas células a masculinas e a feminina viavel (CURRY,
2000).

O mesmo autor em revisdo comenta que uma estratégia utilizada por
espécies que apresentam longos periodos de estro, seria apresentacdo de
populacdes heterogéneas no ejaculado ou seja populacdes espermaticas em
diferentes estagios, que estariam aptas a fecundagcdo no genital feminino em

diferentes momentos, o que poderia propiciar maior oportunidade para a
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fecundacdo, desta maneira o ejaculado de um uanico reprodutor atua como
ejaculado heterospérmico, como se fosse provenientes de ejaculados
diferentes. MIRRO et al. (2005) em estudos conduzidos com sémen de
jumentos da raca Catala, identificaram quatro sub-populacdes espermaticas
com diferentes padrbes de motilidade, fato confirmado recentemente em
estudo conduzido com sémen congelado de jumentos espanhdies por FLORES
et al. (2008).

O processo de criopreservacao reduz a diversidade das populacdes
espermaticas, e ela pode tanto causar a selecdo de populacdes resistentes ao
congelamento, como pode eliminar a populagdo mais sensivel, sem que isso

seja necessario que haja promocgéo da fertilidade (CURRY, 2000).

Indmeros fatores afetam o sucesso da IA com sémen congelado em
equideos, tais como variabilidade entre garanhdes que pode ser incriminado
como uma das maiores fontes de variagdo; mas também as metodologias de
processamento, técnicas de avaliacdo, protocolos de descongelamento,
sistemas de envase e tempo de inseminacédo (SAMPER & MORRIS, 1998).

O congelamento de sémen tras consigo uma reducdo nas taxas de
fertilidade quando comparado ao sémen fresco (KLOPPE et al.,, 1988). A
reducdo na taxa de fertilidade esta relacionada com danos e alteracdes
funcionais induzidos pelo congelamento descongelamento principalmente nas
membranas espermaticas (PARKS & GRAHAM, 1992).

O congelamento de sémen segundo CURRY (2000), reduz a fertilidade
do sémen ndo somente pelos efeitos nocivos diretos a célula espermética, mas
por induzirem a perda de proteinas importante para a fixacdo da célula
espermatica ao reservatorio espermatico, portanto isto seria responsavel pela
menor longevidade da célula espermatica no genital feminino proveniente de

sémen congelado.

Porém, de acordo com SAMPER & MORRIS, (1998), o sucesso nas
taxas de prenhes ndo € apenas dependente das alteracbes induzidas ao
descongelamento, mas sim da interagdo entre trés grandes fatores: 1)
qualidade do sémen apoOs o0 congelamento e descongelamento; 2) fertilidade
inerente das éguas e 3) manejo das éguas utilizadas no programa de

inseminacao.

138



O garanhdo tem sido incriminado por alguns estudos como a mais
importante fonte de variagdo, e 0 manejo da égua submetida a um programa de
IA com sémen congelado foi considerado como o segundo fator mais
importante apontado por diversos laboratérios do mundo (SAMPER &
MORRIS, 1998).

Além disso, SAMPER e colaboradores (2007) comentam que embora
teoricamente todas as éguas possam ser utilizadas para IA com sémen
congelado, sugere como mais apropriado que somente éguas
reprodutivamente normais | ou II-A na classificacdo de KENNEY & DOIG
(1986) deveriam ser usadas para essa finalidade. Citam ainda que éguas no
cio do potro, éguas que sabidamente tem atraso na limpeza uterina, éguas que
estdo a alguns anos sem parir, éguas com baixo escore de condicéo corporal e
idosas, devem ser evitadas seu uso para receberem sémen congelado e de

preferéncia néo utilizadas.

Em um amplo em um estudo de campo retrospectivo utilizando sémen
congelado, com 2289 inseminagbes simples em 1161 éguas, e com 213
garanhdes, obtido de quatorze centrais IA de equinos pelo mundo (Canada,
Chile, Inglaterra, Finlandia, Franca e Estados Unidos), foi evidenciado que
doadoras com idade igual ou superior a oito anos apresentam as mais baixas
taxas de prenhes (SAMPER et al., 2002).

A IA com sémen congelado, seis horas apos, resultou em mais alta
concentracdo de neutrofilos intra-uterino em relacdo ao sémen fresco (médias:
59 versus 5 milhdes neutrdfilos/MI, p<0.05, respectivamente) (KOTILAINEN et
al.,, 1994). O mesmo grupo de autores também encontrou mais alta contagem
de neutrofilos com o uso de sémen fresco concentrado, e concluiram que a
contagem de neutrofilos é mais dependente da concentracdo espermatica
elevada do que propriamente o congelamento.

A fertiidade € uma equacdo multifatorial dependente do estado
reprodutivo da fémea (idade, fertilidade intrinseca, doencas uterinas), do
macho (coleta e processamento do sémen, manejo a monta, fertilidade
intrinseca) e do manejo ao qual os mesmos foram submetidos (AMANN &
PICKETT 1987; GRAHAM, 1996; KEITH, 1998; AMANN, 2006).
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A espécie equina € conhecida por apresentar as piores taxas de
eficiéncia reprodutiva (BOYLE, 2001; PYCOCK, 2005). As perdas embrionarias
sdo grandes responsaveis pela baixa eficiéncia reprodutiva na maioria dos
haras (SOUZA, 2007; RICKETTS, 2005). Apesar de ndo haver uma definicdo
universal do termo perda embrionaria em éguas, a melhor definicdo seria
aquelas perdas gestacionais que ocorrem até 40 dias ap6s a fecundacdo,
correspondendo ao periodo de transicdo do estadio embrionério para o fetal
(GINTHER, 1992).

Diversos fatores podem contribuir para a perda embrionaria, e de acordo
com VANDERWALL & NEWCOMBE (2007) de modo geral podem ser

agrupados em fatores intrinsecos, extrinsecos e embrionarios.

Estes mesmos autores consideram como sendo fatores: 1) intrinsecos:
doencas endometriais, deficiéncia progesterdnica, idade maternal avancada,
lactacdo, servicos no cio do potro e tempo de inseminagdo em relagdo a
ovulacdo; 2) extrinsecos: estresse, nutricdo materna, estacdo e efeitos
climaticos, manipulacdo do gameta feminino e do sémen; e 3) Fator
embrionéario: anomalias cromossGmicas e outras caracteristicas inerentes ao
embrido. Eguas idosas, assim como subnutridas sd0 mais propensas a
apresentarem perdas gestacionais; embora ocorram perdas durante a gestagéo
avancada, a maior parte das perdas gestacionais ocorre na gestacao inicial
(BALL, 2000; PYCOCK, 2005).

De acordo com os estudos registrados na literatura a incidéncia de perda
embrionéria varia entre 5% e 75% (BALL, 1993). Sob condi¢cdes de campo, a
deteccdo de perda embrionéaria entre o 12° e 40° dia de gestacdo ocorrem na
ordem de 10 a 15% em éguas jovens, e 25% a 30% em éguas idosas
(VANDERWALL & NEWCOMBE, 2007). WOODS et al. (1990) demonstraram
que inseminagdes realizadas ap6s a ovulacdo resultam em maiores taxas de

perdas embrionarias.

Em éguas higidas com ciclos normais, apés a chegada no utero, o
embrido encontrara um ambiente adequado a sua sobrevivéncia e ao
estabelecimento da gestacdo (GINTHER, 1992). Em oposicdo, éguas ditas
susceptiveis, o embrido podera encontrar ambiente uterino desfavoravel a sua

sobrevivéncia devido ao processo inflamatorio instalado.
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Desta forma, se esse processo nao for suficientemente letal ao embrido,
podera ocasionar atraso no desenvolvimento embrionario apés a chegada ao
Utero e deficiente mecanismo de sinalizagdo endometrial e, assim,
consequentemente retorno ao estro em meédia 16 dias apds a ovulacéo
(LEBLANC, 2003). Neste caso, ao ser realizado o diagnéstico de gestacdo aos
13 dias a vesicula embrionéria sera visualizada, entretanto havera perda desta
gestacdo com o0 retorno ao estro dois a trés dias apd6s o diagnéstico de
gestacao (PYCOCK, 2007).

Apos a chegada do embrido ao Utero, € necessaria a sua participacao
ativa para realizar o reconhecimento materno da gestagcédo para evitar que a
égua retorne ao estro, e para que isto aconteca se faz necessario que o
mesmo detenha a capacidade de produzir estrogénio (ALLEN, 2000) e ou inibir
a ciclooxigenase 2 (COX -2) (BOERBOOM et al., 2004).

A producdo de estrogénio pelo embrido equino é importante, pois de
acordo com a hipotese a producéo a partir do 10° dia pés-ovulagéo, promove a
luteostase por redirecionamento do fluxo endometrial de PGF,4 para longe dos
vasos venosos de drenagem uterina e, assim, poderia constituir o sinal do
reconhecimento materno da gestacdo em equinos (ALLEN, 2005; KENNEDY et
al., 2007).

Outra teoria registrada na literatura € que o embrido tem a capacidade
de regular a expressao de receptores de ocitocina entre os dias 10 e 16 pos-
ovulacdo, isto faria com que a producdo de prostaglandina fosse diminuida
(ALLEN, 2000). BOERBOOM et al. (2004) questionam a ultima teoria, na
concepcao dos autores o mecanismo de luteostase estaria mais correlacionado
com o bloqueio da producao de prostaglandina ao nivel da enzima COX2, do

que pela diminuicdo da expresséo de receptores de ocitocina.

Os efeitos inibitérios do concepto sobre a producdo de prostaglandinas
endometriais sdo transitérios, 0 que exige que a interacdo seja repetida ou
continua com todo o endométrio para suprimir a sua producdo (EVANS et al.,
2007). Devido ao fato da PGF2alfa uterina atingir o corpo lateo da égua,
principalmente, via circulagdo sistémica, o embrido precisa interagir com a
superficie de ambos 0s cornos e com O corpo uterino para garantir a
manutencao do corpo lateo (GINTHER, 1992).
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A interacdo do embrido com o epitélio endometrial materno ocorre
através da mobilidade embrionaria. Acredita-se que a mobilidade embrionaria
seja possivel gracas a acdo de duas prostaglandinas, PGF2alfa e PGI2,

produzidas e liberadas no meio uterino pelo embrido.

A PGF2alfa e PGI2 possuem atividade estimulatoria antagbnica.
Enquanto a primeira determina a contracdo, a segunda determina o
relaxamento, assim a alternéncia da secrecdo destes dois hormdnios,
relaxando e contraindo, permitiria a mobilidade embrionaria, especialmente
mais intensa e provavelmente mais importante entre os dias 11 e 16 pos-
ovulacdo, sendo que durante este periodo o embrido muda de local 10 a 20
vezes/dia (GINTHER, 1995, 1998; ALLEN, 2000).

ApoOs o 16° dia depois da ovulacdo a vesicula embrionaria inicia o
processo de fixacdo na base da juncdo corpo/corno uterino. Isto ocorre pelo
aumento de didmetro do tbnus uterino proximo a esta data e pelo aumento de

didmetro da vesicula a partir deste momento (GINTHER, 1992).

Ao dar inicio ao processo de fixacao a vesicula estara em contato intimo
com o endométrio, assim muitas substancias produzidas pelo trofoblasto
embrionario como fatores mitogénicos e de crescimento (IGF-I e Il), se

acumulam nas células epiteliais do endométrio.

Desta forma, estes fatores parecem serem capazes de regular o
crescimento endometrial e/ou embrionario, auxiliando na captacao de glicose,
estimulando a sintese protéica, diminuindo a apoptose e estimulando a
proliferacdo celular (HERRLER et al., 2000). Além disto, neste estudo,
demonstrou-se que o concepto equino expressa IGFBP-3 a partir do 10° dia
pos-ovulacéo, e a secrecao deste tipo de proteina ligadora pode ser importante
na regulacdo de IGF-I e, consequentemente, regulacdo do crescimento

embrionario.

Diferente das outras espécies mamiferas, devido a necessidade do
reconhecimento materno da gestacdo na espécie, 0 embridao equino apresenta
capsula embrionaria. Inicialmente, esta é baseada em células da granulosa e
zona peldcida. Por volta do 6° dia pds-ovulacao se inicia a formag¢do de nova
capsula glicoprotéica mucinosa anti-adesiva, derivada de produtos do concepto

gue se desenvolve entre a zona pelucida e o trofoblasto (GINTHER, 1992).
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Estudos conduzidos por STOUT et al. (2008) demonstraram que esta
capsula é importante para a sobrevivéncia embrionaria, pois a remoc¢éo desta
estrutura esteve associada com perda embrionaria. Esta capsula aumenta
entre 0 10° e 18° dia pos-ovulacédo cerca de 20 vezes em volume e comeca a
desintegrar a partir do 20° dia, vindo a completar o processo ao 21° dia pos-
ovulacéo (GINTHER, 1998).

A presenca de IGBP-3 foi demonstrada por HERRLER et al. (2000) na
capsula embrionaria de concepto equino entre o 10° e o 16° dia pds-ovulacéao.
A presenca deste fator na capsula modularia o crescimento embrionario e
consequentemente a sinalizagdo materna da gestacdo poderia ser melhor

realizada.

ApOs o processo de fixacdo iniciado no 16° dia pdés-ovulacdo, o embrido
se mantera em intimo contato com o endométrio, contudo o processo de
implantagdo embrionéria somente ocorrera ao redor do 40° dia pds-ovulacéo e,
durante este periodo de fase embrionaria, ou seja, na pré-implantagdo, a
vesicula é unicamente dependente da secrecao trofoblastica, denominada “leite
uterino” (GINTHER, 1998).

E provavel que durante este periodo caso a égua seja submetida a
condicbes de subnutricdo ocorra menor producdo de leite uterino, assim
consequentemente menor captacdo de glicose e menor desenvolvimento
embrionario, assim aumentando a probabilidade de ocorréncia de perda
embrionaria (HERRLER et al., 2000; PYCOCK, 2007).

De acordo com ALLEN & SHORT (1997) o ambiente uterino também
desempenha papel relevante no desenvolvimento do concepto muar, pois além
deste fator o embrido dependente do seu gendtipo para crescimento. Estudos
tém demonstrado inumeras diferencas do crescimento embrionario e fetal de
acordo com o ambiente uterino bem como com suas inter-relagbes entre as

espécies e o0 genotipo.

O produto muar de acordo com ALLEN & SHORT (1997) e BOETA &
ZARCO (2005), possui uma menor capacidade de producao de eCG, devido ao
menor nimero e didmetro dos calices endometriais, 0 que pode explicar as
maiores probabilidades de perdas gestacionais no terco inicial da gestacao por

ser essa caracteristica ser dependente do genétipo; além disto nos estagios
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iniciais o embrido hibrido apresenta menor diametro, podendo esta
caracteristica ser uma das responsaveis pela ndo sinalizacdo endometrial que

podera ocasionar perda embrionaria.

Inseminacdes realizadas ap0s a ovulacdo tém como consequéncias
embrides de tamanho reduzido, provavelmente vesiculas de menor dimenséo
teriam menor capacidade para bloguear a lutedlise, menor producdo hormonal
e reduzida mobilidade embrionaria (HUHTINEN et al., 1996). Justificando os
achados de WOODS colaboradores (1990), que demonstraram que coberturas
ou inseminacgdes realizadas apds a ovulacdo causariam maiores taxas de

perdas embrionarias.

Conjuntamente aos fatores inerentes ao ambiente uterino, o plano
nutricional quantitativo e qualitativo exerce papel fundamental na eficiéncia
reprodutiva e perda embrionaria (HENNEKE et al., 1984; VAN NIERK & VAN
NIERK, 1998). GINTHER (1992) aponta a subnutricdo como responsavel pela
diminuicdo da producao de histiotrofos pelas células endometriais.

O mesmo autor relata que no periodo correspondente da fecundacéo até
40° dia pos-ovulacdo, o embrido depende para sua sobrevivéncia, das
secrecdes do aparelho genital, e caso a nutricdo materna seja alterada, havera
uma diminuicdo na producéo deste fluido histiotréfico. A subnutricAo poderia
afetar a expressao de IGF-I pelo tecido endometrial, uma vez que conforme
demonstrado por GENTRY et al. (2002) éguas com baixo plano nutricional por
um periodo curto como seis semanas, apresentam menor concentracdo de

IGF-I, prolactina, leptina e glicose circulante. O IGF-I é importante para o
crescimento embrionario inicial (HERRLER et al. 2000).

Outros autores demonstraram que a restricdo alimentar com
oferecimento de 50% das exigéncias nutricionais dentro de 24 horas foi
responsavel pela diminuicdo de IGF-I circulante (STICKER et al.,, 1995). Da
mesma forma, éguas mesmo em boas condi¢cdes corporais, apds uma restricao
tdo curta quanto 12 horas apresentam diminuicdo na concentracdo de insulina,

GH, glicose e leptina circulantes (BUFF et al., 2006).

A subnutricdo pode afetar a liberacdo de LH. Esse hormdnio na égua,
assim como em outros mamiferos, € de relevancia para a nutricdo do corpo

luteo e secrecdo adequada de progesterona. Desta maneira, a nutricdo
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deficitaria podera causar a diminuicdo da secrecdo deste hormdnio pela
adenohipofise (GINTHER, 1992; ALLEN, 2005).

A literatura aponta a nutrigio como sendo um fator extrinseco de
relevancia para a reproducdo, assim para que seja maximizada a eficiéncia
reprodutiva e minimizada a perda embrionaria se faz necessario que a
alimentacdo seja fornecida quantitativa e qualitativamente em niveis
adequados (VANDERWALL & NEWCOMBE, 2007).

Um estudo classico da importancia da nutricdo na fertilidade e perda
embrionaria foi conduzido por HENNEKE e colaboradores (1984), com éguas
da raca Quarto de Milha. Eles dividiram igualitariamente 32 éguas prenhes, e
para cada grupo de oito éguas foi designado um tratamento de condicéo
nutricional diferente que proporcionou um incremento ou decréscimo ou
manutencdo no escore de condicdo corporal (ECC) seja no pré ou no pos-

parto.

As éguas foram assim dispostas: T1) Manutenc¢do de alto ECC de 90
dias pré-parto até 90 dias pos-parto; T2) Manutencdo de alto ECC de 90 dias
pré-parto até o parto, e a seguir manutencao de baixo ECC até 90 dias p0s-
parto; T3) Manutencgéo de baixo ECC 90 dias pré-parto até 90 dias pos parto; e
T4) baixa condi¢do corporal 90 dias pré-parto e dieta de incremento do ECC
até 90 dias pos-parto. Para a classificacdo de ECC os autores utilizaram uma
classificagao previamente proposta por eles (HENNEKE et al., 1983), que varia

de uma escala de 1 a 9 para equinos.

Ao inicio do experimento o ECC de todas as éguas estivera entre 6,0 a
6,7. Ao parto o ECC do T1 foi de 5,5; T2 de 7,5; do T3 de 3,4 e do T4 de 3,8.
Aos 90 dias poés-parto os ECC foram de: 7,1; 4,7; 3,7; e 6,8 respectivamente
para T1 a T4. As éguas ndo foram inseminadas no cio do potro, somente no
estro subsequente, até no maximo de trés ciclos até os 90 dias pds-parigéo.

Os resultados do estudo demonstraram profundo efeito da nutricdo na
fertilidade e perda embrionaria. As éguas do T3 mantiveram baixa ECC, e
apresentaram as mais baixas taxas de prenhez e as mais altas taxas de perda
embrionaria entre 30 e 90 dias (75%) se comparado com 0s outros trés grupos,
que foi de 0 a 12%. Além disso, éguas que apresentaram ECC abaixo de 5,

nenhuma se tornou prenhe até os 90 dias pos-parto.
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VAN NIERK & VAN NIERK (1998) conduziram um estudo no intuito de
averiguar o efeito do consumo total e da qualidade de proteina dietética em
éguas lactante e nio lactantes. Eguas pertencentes ao grupo alimentado com
proteina de baixa qualidade apresentaram 35,7% de taxa de perda embrionaria
(5/14) entre os dias 14 e 40 da gestacdo se comparado com apenas 7,31%

(3/41) do grupo de éguas que receberam proteina de boa qualidade.

O jejum pode interferir no perfil end6crino-metabdlico e,
consequentemente, com a eficiéncia de manutencdo da gestacdo. VAN
NIEEKERK (1965) constatou elevadas taxas de perda embrionaria em éguas
submetidas a restricdo alimentar pds-concepc¢do dentro de um periodo critico
de tempo, compreendido entre 25 e 31 dias pos-concepcgao.

Um dos pontos criticos do manejo reprodutivo da égua que corrobora
juntamente a higidez uterina e o plano nutricional para o aumento da taxa de

perda gestacional € o momento da cobertura da égua (SOUZA, 2007).

As inseminacdes realizadas apés a ovulacao, independente do tipo de
sémen utilizado (fresco, resfriado ou congelado), levam ao aparecimento de
embribes de tamanho reduzido (VANDERWALL & WOODS, 1990;
NEWCOMBE, 2000) que possuem menor capacidade de sinalizacao
embrionaria materna e consequentemente, estdo associados com maiores
taxas de perda embrionaria (WOODS et al., 1990).

Além disto, a inseminacao artificial realizada ap6s a ovulacédo € uma
metodologia que deve ser evitada, pois propicia elevados custos com o
emprego da inseminacdo de uma determinada égua, além de elevado numero
de manejos, pois a égua deve ser palpada frequentemente (BOYLE, 2001;
VIDAMENT, 2005).

A inseminacéo artificial com sémen congelado deve ser realizada o mais
proximo possivel ao momento ovulatério uma vez que o sémen congelado
apresenta tempo médio de viabilidade no genital reduzido, se comparado a
sémen fresco (in natura ou diluido) ou resfriado (BOYLE, 2001), ocasionado
pela perda de proteinas da capacidade de ligagdo as células da tuba uterina,
responsaveis pela formacao do reservatério espermatico (DOBRINSKI et al.,
1995).
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O congelamento de sémen pode afetar adversamente o DNA do
espermatozoide (LOVE & KENNEY, 1998), e quando o embrido atingir a fase
de 25 a 35 dias, na qual depende de determinado grupo de genes paternos
para expressar seu pleno desenvolvimento e dos envoltérios embrionarios,
pode ocorrer perda gestacional, uma vez que o desenvolvimento placentario €

determinado por alelos paternos (PERECIN, 2007).

A criopreservacdo pode também afetar genes associados com a
producdo de IGFBP-3; uma vez que esta proteina teve sua importancia
determinada no embrido equino por ser relevante a sobrevivéncia embrionaria,
pois se expressa na cipsula embrionéria, que é responsavel pela captacdo de
IGF-1, importante para o crescimento embrionario durante este periodo pré-
implantacéo (ALLEN, 2000; 2005).

A idade da égua € um aspecto fundamental a ser considerado no estudo
da perda embrionaria. SAMPER et al.,, (2002) em estudo retrospectivo com
resultados de insemina¢g6es com sémen congelado em 11 paises, registraram
que éguas com idade igual ou superiores ha oito anos devem, se possivel, ndo
ser utilizadas para receberem sémen congelado, uma vez que apresentaram 0s
piores resultados de eficiéncia reprodutiva. Igualmente, HEARN et al. (1993),
em estudos retrospectivos de trés estacbes reprodutivas com 700 éguas da
raca Puro Sangue de Inglés (PSI) nos Estados Unidos, registraram que éguas
idosas (12 a 23 anos) tém duas a trés vezes maiores probabilidades de

apresentarem perda embrionaria.

Da mesma forma, na avaliacdo da fertilidade de 1988 a 2002, de 178
éguas pobneis da raca Jeju (idade média 2 a 28 anos), registrou-se declinio da
fertilidade para éguas com idade superior a oito anos, e resultados ainda mais
baixos foram registrados em éguas idosas, com média superior a 19-20 anos
(JEONG et al., 2004).

Em estudo de campo da eficiéncia reprodutiva de 1144 éguas (1911
ciclos) da raca Puro Sangue Inglés em 21 haras do Reino Unido, sob condic&o
de manejo reprodutivo intensivo, registrou-se que éguas com idade igual ou
superior a 14 anos requereram maior numero de coberturas para cada
prenhez, maior percentual de tratamento uterino por cada ciclo estral, maior
taxa de perda embrionaria e apresentaram menores taxas de gestacao ao final

da estacéo reprodutiva (MORRIS & ALLEN, 2002).
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ALLEN et al. (2007) conduziram amplo estudo retrospectivo da
eficiéncia reprodutiva em éguas PSI na Inglaterra, foram avaliadas 3373 éguas
pertencentes a diferentes categorias reprodutivas e idades por 5005 ciclos.
ApOs o0 agrupamento por idade registrou-se que éguas com idade superior a
13-14 anos apresentaram os piores resultados de eficiéncia reprodutiva (maior
taxa de perda embrionéria, maiores perdas fetais, maior numero de servigos

por concepcgao, piores taxas de prenhes ao final da estagéo reprodutiva).

Na maioria dos programas de transferéncia de embrides observa-se alto
percentual de éguas idosas, e nestas éguas registram-se os piores resultados
reprodutivos devido a disturbios na ovulacdo, maturagdo oocitaria e/ou
endometrite cronica (LOSINNO & ALVARENGA, 2006).

EIGENHEER-MOREIRA et al. (2007) realizaram estudo comparativo da
histologia endometrial em éguas (3-23 anos) das racas Mangalarga Marchador
e Campolina envolvidas em programas de transferéncia de embrides,
classificadas com base no histérico reprodutivo como repetidoras de cio (n =
25) sendo 15 doadoras e 10 receptoras de embrido; e ndo repetidoras de cio (n

=11) sendo quatro éguas doadoras e sete receptoras.

Os autores registraram correlagdo entre o histérico de sub-fertilidade
(perda embrionéria) e os achados histopatolégicos. Houve uma correlagcéo
positiva entre a idade e a subfertilidade, assim, quanto mais velha a égua,
maior a subfertilidade, e correlacdo entre a categoria da biopsia e a
subfertilidade, ou seja, quanto mais alteragbes histolégicas, maiores as
chances da égua ser sub-fértil.

As racas equinas de meédio-grande porte, apresentam maiores
dimensdes de aparelho genital, e assim tem maior probabilidade de
acumularem fluido intra-uterino (LEBLANC, 2003), principalmente no local de
fixagdo (16°dia) e implantacdo embrionaria (40°dia) (GINTHER, 1998). Eguas
da raca Campolina apresentam utero pendulosos e de grande volume se

comparados a outras racas como Mangalarga Marchador e Quarto de Milha.

Aparentemente ocorre deslocamento da cavidade pélvica para
abdominal mais precocemente, mesmo em éguas jovens, em relacao as outras
racas onde esse processo esta mais relacionado com o envelhecimento e com

manifestacdo mais tardia.
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Eguas em condi¢des nutricionais insatisfatorias perdem a capacidade
de sustentacdo de tecidos do aparelho reprodutivo caudal e, assim, maior
freqiiéncia de Gtero penduloso. Corroborando com estes achados, ZUCCARI
(1990) em estudo de campo conduzido com éguas da raca Campolina no
estado de Minas Gerais, registrou em suas avaliacbes baixa eficiéncia
reprodutiva. Quando este mesmo autor contrastou seus resultados com relatos
da literatura, utilizando fémeas de outras ragas, constatou baixas taxas de
prenhes no plantel de estudo, além de elevadas taxas de éguas aciclicas e

baixa eficiéncia da prenhes por inseminacao.

Juntamente ao que fora supracitado, a degeneracdo vascular
endometrial também contribui para o atraso na limpeza uterina. Esclerose das
veias, arteriolas e artérias como elastose, fibrose, fibroelastose, fibrose
perivascular e processos de calcificacdo tém sido notadas em biopsias
endometriais obtidas de éguas com acumulo anormal de fluido intrauterino.

A angiose parece reduzir, indiretamente, a fertilidade por meio da menor
perfusdo endometrial e por distirbio na drenagem uterina, causadas pela
reduzida funcdo das veias e dos vasos linfaticos (linfangiectasia endometrial)
gue, consequentemente, levam a persisténcia do edema endometrial, formando
as lacunas linfaticas (LEBLANC, 2003; RICKETTS, 2005).

A fixacdo da vesicula embrionaria comumente ocorre na jungao corpo-
corno uterino (GINTHER, 1992), e este local coincide com a localizacdo mais
comum para a ocorréncia de cistos, o que pode causar inadequada
implantacdo embrionaria resultante de insuficiente fluxo sanguineo e oferta de
nutrientes, conduzindo a perda embriondria (STANTON et al., 2004). A
severidade das lesdes aumenta com a idade e com o niumero de partos e por
conseqléncia o aumento de probabilidade de perdas embrionarias (LEBLANC,
2003; RICKETTS, 2005; WATSON, 2005).

2.4. Avaliacdo do sémen congelado de equideos

As avalia¢cbes padrdes quando utilizadas isoladamente apresentam valor
limitado para a predicdo da qualidade seminal. Neste sentido, clinicos e
pesquisadores tém buscado inovacfes e testes laboratoriais que apresentem

boa capacidade de predicdo da fertilidade real do sémen, e que possam ser
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utilizados conjuntamente com as analises padrbes e de preferéncia que seja
facilmente exequivel (AMANN, 1989).

Ao longo das décadas, diversas tem sido as metodologias utilizadas
para a avaliacdo do sémen, numa tentativa de predizer a qualidade entre estes,
sendo que atualmente as analises padrdes sdo: motilidade espermatica total e
motilidade  progressiva, vigor espermatico, morfologia espermatica,
concentragdo espermatica e como variantes tem sido utilizados: integridade
membranas (acrossoma, mitocondrial, citoplasmatica, nuclear) através de
sondas fluorescentes, andalise computacional e morfolégica e de movimento
espermético, teste de termo resisténcia, coloracdo eosina nigrosina, teste
hiposmotico e teste de fertilidade (PAPA, 1987; ARRUDA, 2000; NEID et al.,
2000; FUST, 2002; AVARENGA, 2002).

A integridade funcional da membrana plasmatica da célula espermatica
€ de relevancia para que haja o desencadeamento dos mecanismos
fisiologicos envolvidos na fecundacao (capacitacdo, reacao acrossdémica, fusao
do espermatozéide com ovécito) (MAFFILI et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2007),
e para a manutencdo e sobrevivéncia espermatica no genital feminino
(SQUIRES et al., 1999).

Na tentativa de avaliar a funcionalidade de membrana plasmatica de
células espermaticas JEYENDRAN et al. (1984) propuseram o uso do teste de
estresse hiposmoético (HOST). Apos o trabalho inicial este teste tem sido usado
com sucesso na avaliagdo do sémen de garanh&o (NEILD et al, 1999; FURST,
2002; MELO et al., 2005), bode (FONSECA et al., 2004) touros (ROTA et al.,
2000) e jumentos (TRIMECHE et al., 1996). E considerado um método simples
e acessivel que pode ser utilizado em adi¢do as avaliagfes rotineiras (NEID et
al., 2000).

O HOST é usado para avaliar a integridade de membrana, baseado no
fato que ocorre a passagem e transporte semi-seletivo de substancias atraves
da membrana, e que 0 mesmo ocorre com a passagem de agua até que haja
equilibrio no gradiente de pressdo osmdético (DAVIES-MOREL, 1999; MELO,
1999).

Se uma célula espermatica € colocada em uma solucdo hiposmoética

menor que 290 mosm, ocorrera a passagem de fluido do meio externo para o
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meio intracelular até que sejam igualadas a osmolaridade, o que resulta em
ingurgitamento da cabeca e principalmente na regido das fibras na cauda
resultando em dobramento da mesma. Espermatozdides com membrana
intacta ocorre o dobramento da cauda. Quanto maior o numero de
espermatozoides reagidos melhor e mais funcionalmente estardo as
membranas (DAVIES-MOREL, 1999; SIQUEIRA et al., 2007).

De acordo com MELO (1999) HOST é um teste simples de facil
execucao, mas alguns pontos devem ser levados em consideracao para torna-
lo um teste de alta confiabilidade e de maior praticidade de execucdo tais
como: soluto, osmolaridade da solucdo, calculo das caudas reagidas,
incubagéo em estufa ou banho-maria, fixagdo ou ndo do material e tipo de
fixador, aumento do contraste de fase em que foram realizados 0os exames e 0

numero de células contadas.

Os estudos com HOST em diversas espécies de animais domésticos
tém apresentado resultados contraditorios em testes de correlagdo com
fertilidade de acordo com os diversos autores: SIQUEIRA et al. (2007)
encontraram correlacdo média baixa (r2=0,23) para sémen de touros
congelado/descongelado; enquanto REVELL & MRODE (1994) encontraram
correlacao de 0,79 entre HOST e taxa de gestacdo em bovinos; NIE et al,
(2002) encontrou correlacdo de 0,33 entre o HOST e os resultados de

fertilidade de campo para sémen de garanhao.

Na literatura, poucos trabalhos com HOST tiveram seu foco sémen de
jumentos, TRIMECHE et al. (1998) trabalhando com uma solucdo de 150
mOsmol de frutose citrato registrou um percentual de espermatozoéides
reagidos variando de 47,6 a 64,8 % para sémen congelado e 73,8 % para
sémen fresco de animais da raca francesa Poitou. JA& SERRES et al. (2002)
trabalhando com sémen resfriado de jumentos da raga espanhola Zamorano-
Leonés, registraram percentual de espermatozoides reagentes ao HOST
variando de 20 a 65%, em solucdo hiposmoética de acordo com 0s autores

anteriores.

MIRO et al. (2005) trabalhando com jumentos da raga espanhola da raca
Cataldo utilizou o HOST como teste complementar em um complexo estudo
sobre caracteristicas de sub-populacdes espermaticas no ejaculado. Para isso

0s autores utilizaram uma diluicdo em uma solugéo base de frutose e citrato de
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sédio em duas etapas a primeira diluicdo isosmotica (solugdo 300 mOsm) e a

segunda solucéo hiposmotica (150 mOsm).

O tempo de incubagé&o dispendido pelos autores foi de 20 minutos, e ao
final obtiveram apenas 24 % de células reagindo ao teste, nao registrou
correlacdo significativas entre o teste e avaliacdo da motilidade subjetiva e
computacional. Concluiram que o HOST néo foi capaz de prever caracteristicas
de viabilidade de membrana espermatica com a metodologia empregada.

ALVAREZ et al. (2006) utilizaram o HOST para avaliagdo de sémen
congelado de jumentos da raca Zamorano-Leonés, o sémen foi congelado em
diluidor a base de MARTIM et al, (1979) e os autores realizaram a adicdo de
colesterol ao meio diluidor pela incorporacdo com uso de ciclo-dextrina, e
concluiram que o HOST néao foi um bom teste para avaliacdo da integridade de

membrana, para o tipo de metodologia empregada.

NEID et al. (2000) em trabalho com duas populacdes de garanhfes com
histérico reprodutivo de boa e sub-fertilidade, observaram grandes diferencas
entre morfologia espermatica, motilidade espermatica e resposta ao HOST.
Concluem que o referido teste pode ser empregado e para como metodo

auxiliar para a avaliagdo do sémen fresco de garanhdes.

VIDAMENT et al. (1998) em estudo conduzido com sémen de garanhdes
registrou uma seérie de vantagens e correlagbes do uso do HOST para a
espécie e concluiram que o HOST pode ser representativo entre ejaculados de
um mesmo garanh&o, em oposi¢cado a motilidade do sémen fresco que somente
€ representativa de um determinado ejaculado. O HOST pode ser utilizado

como preditor da capacidade de congelamento de sémen.

A coloracédo de eosina nigrosina, conhecida como uma das coloracdes
denominadas de coloragao supravital, e ou coloragéo vivos e mortos, consiste
a utilizacdo de corantes derivados da fluoresceina, sendo que a eosina € o
mais utilizado e pode ser adicionada de um corante de fundo como a nigrosina
(FURST, 2002; BJORNDAHL et al., 2004).

De acordo com SWANSON & BEARDEN (1951) citam que diversos
corantes foram utilizados para sémen animal desde o final da década de 30
inicio da década de 40. Entretanto, BLOM (1950) desenvolveu trabalho

diferencial na literatura sobre o uso de corantes para avaliacdo da viabilidade
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de sémen de touros, 0 autor empregou a eosina como corante, e a nigrosina

como corante contraste.

A mistura destes dois corantes resultou em um preparado uniforme e
com colorac6es homogéneas para ceélulas mortas, e ndo coradas células vivas
consideras células vivas. O autor registrou que a nigrosina foi superior ao
outros corantes por se distribuir mais homogeneamente e se misturar menos
ao plasma seminal, por esta razdo pode ser utilizado para sémen em meio a

base de gema de ovo sem se misturar.

A solucdo de eosina nigrosina foi avaliada pelos autores quantos aos
niveis de cada um dos componentes e quanto ao uso de tampdes por
SWANSON & BERDERN (1951) e os autores concluiram que a solu¢cdo mais
estavel e que melhor avaliou a integridade de membrana foi composta de 1
grama de eosina, 5 mg de nigrosina, e 3% de citrato de sodio em 100 mL de

agua destilada estéril.

Na avaliacdo do sémen a motilidade fornece informagbes sobre as
células vivas que estdo moéveis, enquanto com o uso de coloracdes diferenciais
entre vivos e mortos pode providenciar informacdes de células que estejam

vivas, mas sem apresentarem motilidade (BJORNDAHL et al., 2004).

FURST e colaboradores (2005) em estudo de uma curva de resfriamento
para o congelamento de sémen de garanhdes, e duas temperaturas de
descongelamento de sémen, verificaram que o teste de eosina nigrosina foi
capaz de indicar diferencas entre as metodologias de congelamento com e sem
curva de resfriamento, entretanto se mostrou semelhantes entre as duas

temperaturas de descongelamento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

O experimento foi realizado em dois locais, no haras 1 em Guaraciaba e
no setor de equideocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa — Haras 2 em Vicosa, ambas as cidades estdo proximas e
localizadas na Zona da Mata de Minas Gerais.

O estudo foi realizado em trés periodos: 1) fase pré-experimental: maio
a agosto de 2006, no haras 1, com periodo de adaptacdo dos reprodutores ao
regime de coleta de sémen; 2) Fase de congelamento de sémen e avaliacéo
laboratorial dos procedimentos (setembro-dezembro/2006); e 3) Teste de
fertiidade, realizado em duas fases distintas: haras 2 (novembro-
dezembro/2006) e haras 1 (janeiro-fevereiro/2007).

Para o congelamento foi utilizado cinco ejaculados de cinco jumentos da
raca Péga (J1; J2; J3; J4; J5;) com idades de 16 e 14 para J1 e J2 e 3.5 anos
os trés demais reprodutores, respectivamente, pesando em média 278 + 34,97
kg (244 — 326 kg), pertencentes ao haras 1.

Previamente ao inicio, todos os animais foram submetidos a exame
androlégico de acordo com o preconizado por KENNEY et al. (1983), para
garanh®es, sendo que todos foram classificados como aptos a reproducgéo. A
seguir realizou-se o esgotamento das reservas espermaticas extra-gonadais,
atraves de seis coletas diarias ou monta natural em égua.

Os jumentos foram mantidos em baias de alvenaria individuais com

cama de serragem. Foram fornecidos ad libitum &gua, sal mineral comercial
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para equinos e fenod de capim (Cynodon dactylon cv. Tifton 85). Além disto,
foram oferecidos 20 kg/animal de capim fresco picado (Pennisetum purpureum

cv Elefante), divididos em dois tratos diarios.

3.2. Procedimentos

Para as coletas de sémen foi utilizada vagina artificial modelo, com égua
em estro como manequim conforme descrito no capitulo I. Imediatamente apos
a colheita realizou-se a filtragem e separacéo das fracdes do sémen, e a seguir
procedeu-se a avaliacdo fisica do sémen (motilidade total, progressiva, vigor
espermatico, concentracdo) de acordo com KENNEY et al. (1983) e CBRA
(1998) aléem da retirada de amostra para analise da morfologia espermatica
posta em solucdo de formol salina tamponada HANCOCK (1957) aquecida a
37°C, para posterior analise em camera umida, sendo na seqiiéncia os defeitos
esperméticos arranjados de acordo com a classificacdo de BLOM (1973).

Na sequéncia o sémen foi diluido, na propor¢cdo de igual volume, de
uma parte de sémen para uma parte do meio diluidor de KENNEY et al. (1975),
e igualitariamente dividido em tubos de ensaio graduados de 15 mL (fundo
cOnico), centrifugado a 600g por 15 minutos.

ApoOs a centrifugacdo o sobrenadante foi removido, e o pellet formado foi
cuidadosamente ressuspendido em dois diluidores de congelamento de
sémen: diluidor 1 (Meio diluidor de MARTIM et al. (1979)) e diluidor 2 (Meio
diluidor de NAGASE & NIWA (1964), modificado com adi¢g&o de orvus-es-paste
(OEP) (lauril sulfato de so6dio) na proporcédo de 0,08 mL, para cada 20 mL de

gema de ovo) (Quadros 1 e 2).

O sémen foi ressuspendido gentiimente com auxilio de uma pipeta
automatica (1000 pL). O volume de diluidor acrescentado foi o suficiente para
atingir uma concentracéo final de 200 x 10° espermatozéides/mL. Em seguida,

o0 sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL.

As palhetas foram depositadas em um dispositivo especial, resfriadas a
5°C e estabilizadas de acordo com a metodologia descrita por FURST et al.
(2005). Imediatamente antes do congelamento, uma palheta de cada diluidor
foi retirada para realizacdo da avaliagdo subjetiva da motilidade (total e

progressiva), vigor espermatico, coloracdo de eosina nigrosina e teste
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hiposmotico. Antes da realizacdo destas avaliagbes as palhetas foram

mantidas por 5 minutos em banho-maria a 37 °C.

O congelamento foi feito pela técnica manual em caixa de isotérmica de
isopor (FURST et al., 2005). O descongelamento para as avaliagdes seminais

e da inseminacéo artificial foram realizadas a 37°C/30 segundos.

Foi utilizada a coloragdo espermatica diferencial de eosina nigrosina
citrato com a solucdo de BLOM (1950) modificado por SWANSON &
BEARDEN (1951) (Quadro 3), para o sémen fresco antes da diluicdo, para o
sémen resfriado e para o sémen congelado. A técnica empregada consistiu da
contagem de 200 células em esfregaco e quantificacdo em percentual, sendo

gue os espermatozoides com membrana integra ndo se coraram com a eosina,

enquanto os mortos apresentaram nticleos vermelhos (FURST et al., 2005).

Quadro 1: Meio Diluidor de MARTIM et al. (1979)

Solucéo |
Reagente Quantidade
D(+) glicose mono hidratada 6,09
Citrato de Sodio 0,375¢g
EDTA 0,370 g
Bicarbonato de Sddio 0,125¢g
Penicilina procaina 50 UI
H,O bidestilada deionizada (g.s.p.) 100 mL
Solucéo II: Diluidor de Martim et al, (1979)
Reagente Quantidade
Solugéo Lactose 11% 50 mL
Solucéo | 25 mL
Gema de Ovo 20 mL
Orvus-Es-paste 0,08 mL
Glicerol 5,0 ml
Volume Final 100,08 mL
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Quadro 2: Meio Diluidor de Congelamento NAGASE & NIWA, (1964)

modificado

Solucéo Lactose 11%

Reagente Quantidade
Lactose 119
H,O bidestilada deionizada (g.s.p.) 100 mL
Solucéo Final Diluidor de Nagase & Niwa (1964) modi  ficado
Reagente Quantidade
Solugéo de Lactose 11% 75 mL
Gema de Ovo 20 mL
Glicerol 5,0 mL
Orvus-Es-paste 0,08ml
Penicilina 50 Ul
Volume Final 100,08 mL

Para o teste HOST, utilizou-se uma gota de 10uL de sémen em 1 mL
solugdo de sacarose 100 mosml (Quadro 4), incubados por 60 min/37°C e
fixado com 0,5 mL de solucdo de formol salino de HANCOCK (1957) para
posterior avaliacdo, baseado nas metodologias de MELO (1999) e FURST,
(2002).

Na interpretacdo dos resultados utilizou-se o diagrama utilizado para
sémen caprino extraido de FONSECA et al. (2005). O calculo da reacéo de
HOST foi feito por intermédio da seguinte férmula: HOST= (% Caudas

dobradas pés teste) — (% Caudas dobradas prévio ao Teste).

Quadro 3: Solucéo hiposmotica

Solucgéo I: Sacarose 300 mOsml/kg

Reagente Quantidade
Sacarose 10,29
H,O bidestilada deionizada (g.s.p.) 100 mL
Solugéo II: Sacarose 100 mOsml/kg
Reagente Quantidade
Solugéo | 100 mL
H,O bidestilada deionizada 200 mL
Volume Final 300 mL
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Para o teste de fertilidade foram utilizadas 30 éguas (39 ciclos) da raca
Campolina pertencentes ao haras 1 e 20 éguas (21 ciclos) mesticas
pertencentes ao haras 2 com peso médio de 392 kg. Em ambos os haras as
éguas pertenciam a diferentes categorias reprodutivas (em lactacéo, falhadas

de estacdes anteriores e potras).

No haras 2 as foram manejadas sob condi¢bes de pastagens nativas e
semi cultivada de Melinis multifloras (cv Gordura), com quantidade e qualidade

variaveis, e suplementadas com mistura mineral especifica para equinos.

Nos momentos de incremento da frequéncia de acompanhamento do
crescimento folicular, receberam suplementacdo com capim fresco picado de
Pennisetum purpureum (cv Cameron). No haras 1 as éguas foram alimentadas
sob condi¢cbes de pastagens cultivadas de Cynodon dactylon (cv Tifton 85),
com qualidade e disponibilidade variaveis, e suplementadas com suplemento

mineral comercial especifico para equinos.

O controle folicular foi realizado através de rufiagbes, palpagéo trans-
retal e exames ultra-sonogréficos (probe linear de 5MHz - Scan Pie Medical®
480) do genital, com intervalos de 48 a 72 horas de acordo com as
caracteristicas apresentadas nestas avaliagbes iniciais. Quando da
constatacdo do estro e de um ou mais foliculos de 25mm de didmetro, o
intervalo entre exames (ultra-sonografico e palpacéo trans retal) foi reduzido
para 24 horas. Na presenca de um foliculo de 35 mm em um dos ovarios, 0s
intervalos de acompanhamento do desenvolvimento folicular foram reduzidos

para seis horas até a deteccdo da ovulacéo.

Detectada a ovulacdo, a égua foi contida em tronco especifico para
equinos, e preparada para receber a IA até 6 horas apos a ovulacdo. Neste

momento, procedeu-se o descongelamento das palhetas de sémen a 37°C.

De acordo com cada partida de sémen um numero minimo de palhetas
foi descongelado, no intuito de atingir a dose de 300 milhdes de

espermatozoides com movimento progressivo e vigor espermatico 3.

A inseminacéo artificial foi feita com uso de pipeta longa de 75 cm semi-
flexivel com auxilio de haste metalica especifica para IA em eqilinos com

palheta de 0,5 mL. A deposicdo do sémen foi intra-cornual profunda ipsilateral
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a ovulacdo. Apenas uma unica inseminacéo artificial foi realizada a cada ciclo,

e apenas o sémen de trés jumentos (J3, J5 e J6) foi empregado.

As inseminagbes foram igualitariamente divididas, sendo 20
inseminacdes para cada reprodutor, com 10 para cada diluidor (Diluidor 1 e 2).
No haras 2 os acasalamentos entre jumentos e éguas foram realizados de
modo aleatério, enquanto no haras 1 o esquema de acasalamento utilizado foi
o da propriedade sem interferéncia da equipe do estudo. Apds a IA se realizou
o diagnostico de gestacdo aos 13, 25 e 35 dias com palpacéo trans-retal e
aparelho de ultra-sonografia com probe linear de 5 MHz (Scan Pie Medical
480).

3.3. Andlises estatisticas

Para as analises estatisticas empregaram-se 0 programa estatistico
SAEG 9,1 (Sistema de Analises Genéticas e Estatistica — UFV) (SAEG -UFV,
2007). Foram efetuados calculos da meédia aritmética, desvio padréo e
coeficiente de variacdo dos resultados obtidos para cada variavel avaliada, por
reprodutor e para o grupo experimental.

Correlagbes simples e de Pearson foram realizadas entre todas as
variaveis estudadas. Para as variaveis qualitativas, efetuam-se os testes de
Lillinfors e Cochan e Bartllet para verificar a normalidade dos dados e
homogeneidade das variancias dos grupos, respectivamente.

Agqueles dados que nédo atenderam a premissa da ANOVA, foram
submetidos a analise ndo paramétrica e as médias comparadas pelos testes
de KrussKall Wallis ou Wilcox com probabilidade de erro de 5%.As variaveis
gue atenderam a pelo menos uma premissa, foram submetidos a analise de
variancia por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de
probabilidade de erro. Para as comparacdes das taxas de gestacdo foi

empregado o teste qui-quadrado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores registrados para as caracteristicas seminais e testes

complementares do sémen encontram-se na tabela 1.

A motilidade total (MOTT) (média * desvio padréo) para o sémen fresco
foi de 85,20 + 6,84%, e para o sémen resfriado foi de 78,00 + 6,12% e 80,00 +
6,45 % para o diluidor 1 e diluidor 2 respectivamente.

Observou-se ligeiro decréscimo da motilidade total em relacdo ao sémen
fresco de 2 a 7%, o que pode ser um indicativo que todos os procedimentos
precedentes como: diluicdo inicial (meio de Kenney), centrifugacdo (600g/15
minutos), resuspensdo nos meios diluidores de congelamento, envasamento
(palheta 0,5 mL), resfriamento (35 minutos, - 0,5°C/minuto) e a estabilizacao
(25 minutos) com o dispositivo desenvolvido por FURST et al. (2005), foram
eficientes em preservar a motilidade total, uma vez que este decréscimo foi
considerado baixo, do mesmo modo como foi registrado pelos mesmo autores

em estudos com sémen de garanhdes.

Nas comparacdes entre os estagios do sémen a MOTT variou com as
fases de processamento (fresco, resfriamento, congelamento), porém nao
houve diferencas entre os diluidores, para sémen resfriado e
congelado/descongelado (P>0,05).

Os resultados para a motilidade total progressiva (MOTP) (média *
desvio padrao) foi de 75,60 = 6,6% para sémen fresco. Para o sémen resfriado
foi de 70,40 £ 5,93% e de 71,20 + 6,81% para o diluidor 1 e 2 respectivamente;
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e para o sémen descongelado, na mesma ordem de 30,80 + 4,25 e 32,00 £
3,22%.

De forma semelhante a MOTT, a motilidade progressiva no sémen
resfriado teve reducéo de 4 a 5% em relacdo ao sémen fresco, demonstrando
que os procedimentos realizados, provavelmente foram capazes de proteger a
célula espermética na faixa de choque térmico pelo frio preconizado para o
espermatozoide de garanhdes (KAYSER et al., 1992).

KREUCHAUF (1984), utilizando criotubos de 5mL, compararam o
sémen congelado no diluidor de MARTIM et al. (1979) com o sémen congelado
em micro-pellets (técnica empregada para sémen de touros) em placas com
uso do diluidor de NAGASE & GRAHAM (1964) de formulagdo muito proxima
ao diluidor original de NAGASE & NIWA (1964).

As taxas de motilidade observados foram de 44 e 50 % (p>0,05) e ndo
foram diferentes entre o diluidor de MARTIM et al. (1979) e o de NAGASE &
GRAHAM (1964) respectivamente. Estas taxas foram superiores as
encontradas no presente estudo onde as motilidades total e progressiva foram:
de 37,40 + 3,57 e 32,00 * 3,22; e de 37,32+5,91 e 30,80 * 4,25 para o diluidor
de Martim et al., (1979) e NAGASE &NIWA (1964) modificado em ordem
respectivamente.

Além disto, no presente estudo, ndo foi praticado nenhum tipo de
selecéo de ejaculados e nem de reprodutores o que pode explicar os menores
valores encontrados para o sémen congelado e descongelado.

Os valores médios de MOTT e MOTP foram semelhantes aos
registrados por SILVA et al. (1997) ao redor de 40% no congelamento de
sémen jumentos empregando o meio diluidor de MARTIM et al. (1979), com

dois sistemas de critotubos: macrotubo (5mL) e sistema adaptado (10 mL).

O valor médio do vigor espermatico para sémen fresco foi de 4,08 +
0,49, enquanto para o sémen resfriado estabilizado foi de 4,00 £ 0,50 no meio
diluidor 1 e de 4,00 £ 0,50, para o diluidor 2 (p>0,05). Para o sémen congelado
0 vigor espermatico obtido foi de 3,49 + 0,79 E DE 3,32 £ 0,28 (p>0,05) na
mesma ordem anterior. Como € esperado, em ordem, o vigor espermatico no
sémen fresco foi maior que o vigor espermatico médio para sémen resfriado

(porem muito semelhantes) e para o sémen congelado/descongelado.
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Tabela 1: Valores Médios + Desvio Padrao da variagdo da Motilidade Total,
Motilidade Progressiva, Percentual de espermatozoides reagidos no HOST, e
do percentual da coloracdo eosina-nigrosina em diferentes fases do
processamento do Sémen (fresco, resfriado e congelado/descongelado) em

dois diluidores seminais no ejaculado de cinco reprodutores asininos da raga

Péga.
Fase Variacdo (%) de acordo com a fase de processamento  do sémen e
diluidor
MOTT (%)* MOTP (%)* VIG (1-5)*  HOST (%)* EOS (%)*
SF 85,20+6,84A 75,60+6,66A 4,08+0,492 51,16+6,89A 85,00+4,86A
SRM 78,00+6,12B 70,4045,93B 4,00+0,50°°  44,69+514AB 81,16%511B
SRN 80,00+6,45B 71,20+6,81B 4,00+0,50% 45,16+5,95A 83,24+5,00B
SCM 37,32+5,91C 30,80+4,25C 3,49+0,79% 42,56+5,04C 75,96+5,69B
SCN  37,40#3,57C 32,00#3,22C 3,32%0,28°"" 42,62+511BC 77,48+4,83B

SF: Sémen Fresco; SRN: Sémen Resfriado Estabilizado no Diluidor de Nagase e Niwa (1964)
modificado; SRM: Sémen Resfriado Estabilizado no Diluidor de Martim et al, (1979); VIG: Vigor
espermatico; HOST: Percentual de células reagidas ao Teste de Estresse Hiposmoético; EOS:
Percentual de Células Reagidas a Percentual de células vivas pela Coloracdo Diferencial de
Eosina Nigrosina; MOTT: Motilidade Espermatica Total (%); MOTP: Motilidade Espermatica
Progressiva (%); VIG: Vigor espermatico (1-5); EOS: Coloragéo diferencial Eosina Nigrosina
(%); HOST: Teste de Estresse Hiposmotico (%). *P>0,05 com ANOVA e teste de TUKEY com
probabilidade de erro de 5%. **Diferentes letras na mesma coluna indicam diferencas
estatisticas pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

O vigor espermatico de acordo com PAPA (1987) é um dos pontos
fundamentais para avaliacdo de sémen congelado de garanhdes. Os valores
para o vigor espermatico médio registrados, no presente estudo, para o sémen
congelado/descongelado foram muito similares ao observado por outros
autores em trabalhos conduzidos com sémen congelado/descongelado de
garanhdes em diferentes metodologias (MARTIM et al., 1979; PAPA, 1987;
FURST et al, 2005; FURST, 2006) e para o sémen de jumentos
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congelado/descongelado no meio diluidor de MARTIM et al., (1979) envasado
em macrotubo e tubo de creme dental adaptado (SILVA et al.,, 1997). Os
valores de vigor espermatico médio também foram semelhantes aos valores
registrados por MELLO et al. (2000) com sémen resfriado de jumentos, quando
estes autores somente utilizaram a fracao rica em espermatozoéides ou com o

sémen total.

Baseado nos achados do presente experimento para os valores de vigor
espermatico medio, pode se fazer inferéncia sobre a maquinaria do

metabolismo energético, que a mesma foi provavelmente preservada.

Os resultados registrados para o teste hiposmético (HOST) (tabela 1).
Foi de 51,16 * 6,89% para o sémen fresco. Para o sémen resfriado foram de
44,69 + 5,1% diluidor 1 e de 45,16 + 5,95% diluidor 2. Os valores para 0 sémen
congelado foram de 42,56 = 5,04% e 42,62 + 5,11% respectivamente para o
diluidor 1 e 2.

N&o foram registradas diferencas ao HOST entre sémen fresco e
resfriado/estabilizado para os meios diluidores, e nem entre os dois diluidores
(P>0,05). A variacdo da resposta percentual de células espermatica reagidas
ao HOST do sémen fresco até sémen congelado/descongelado foi muito baixa,
em torno de 11%. Esta resposta foi provavelmente por consequéncia das
diferentes sub-populacdes espermaticas presentes no ejaculado de jumentos,
que apresentaram melhor taxa de sobrevivéncia ao

congelamento/descongelamento.

De acordo com estudos recentes, estdo presentes no ejaculado
diferentes sub-populacdes com caracteristicas distintas de sobrevivéncia ao
congelamento (Flores et al, 2008). MIRRO et al. (2005) e FLORES et al. (2008)
registraram a presencga de 4 sub-populagdes em ejaculados de jumentos da
raca Catala, no sémen fresco e resfriado e congelado.

A importancia do HOST foi demonstrada por VIDAMENT et al. (1998) e
MELO (1999). Esses pesquisadores registraram alta correlacdo entre
espermatozoides reagidos ao HOST com motilidade espermatica para
garanhdes. No presente estudo a correlagio com HOST e motilidade
progressiva para o sémen congelado/descongelado foi média e positiva (r =

0,53 er=0,51, para o diluidor 1 e 2 respectivamente).
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Com relacédo a fase do processamento, nao foi observado correlacao (r
= 0,038) entre o vigor espermatico e fase do processamento do sémen. Para
as demais caracteristicas MOTT, MOTP, EOS, e HOST registraram-se
correlagcdes negativas de médias a alta conforme variou o processamento do
sémen fresco, resfriado/estabilizado e congelado/descongelado (r: -0,87; -0,87,
-0,55, e -0,43 respectivamente). Ou seja, como era esperado a medida que se
evolui na fase de processamento do sémen de fresco/resfriado-
estabilizado/congelado-descongelado, piores foram as respostas aos
parametros como: diminuicdo da motilidade (total e progressiva), aumento de
células coradas pela eosina (células lesadas) e menor percentual de células
reativas ao HOST, indicando lesBes na membrana espermatica.

O parametro HOST apresentou média correlacéo (r = - 0,43) com a fase
de processamento do sémen, provavelmente ocasionado pela menor variacdo
observada no HOST, em média a variagdo das células reagidas variou em
8,6% do sémen fresco até o sémen congelado/descongelado, evidenciando
que a populacdo espermatica que reagiu no sémen fresco se manteve

constante, viavel até o descongelamento.

A correlacdo entre a coloracdo de eosina nigrosina e o estagio de
processamento do sémen foi baixa, a variacdo das motilidades foi maior em
relacdo ao numero de células coradas, indicando que a metodologia nao foi
adequada para avaliagcdo do sémen de jumentos congelado/descongelado com
os dois diluidores (r=0,13 e 0,11).

O percentual de células coradas pela coloracdo de eosina nigrosina foi
semelhante aos observados por GEBERS (1995) e GASTAL et al. (1997) em
estudos conduzidos com sémen fresco de jumentos da raca Péga e
Nordestina, respectivamente. Enquanto que os resultados registrados para o
HOST, foi semelhante ao descrito por TRIMECHE et al. (1998) em sémen
fresco e congelado de jumentos da raca Poitou, porém resultados conflitantes
a estes, foram registrados por SERRES et al. (2002) e MIRRO et al. (2005) em

estudos conduzidos com sémen de jumentos de ragas espanholas.

De acordo com estes estudos o0 HOST n&o se mostrou um exame
complementar adequado para a avaliacdo de sémen congelado de jumentos,
pois apresentou resultados inconstantes. Entretanto, a comparacao entre os

demais estudos e o0 presente, ndo apresentam fundamentos em sua
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comparacao em relacdo ao HOST e a coloracdo de eosina nigrosina, pois
houve diferencas nos demais estudos e o presente em relagdo as solucbes
corantes, diluidores de congelamento, soluto das solu¢des hiposmdsticas,
osmolaridade final dos meios diluidores, tempo de incubacéo, interacdes entre
estes dois testes de funcionalidade de membrana e os constituintes do meio
diluidor.

Os valores registrados de defeitos espermaticos (tabela 2) observados e
em os diluidores estiveram dentro dos limites considerados normais para
sémen congelado/descongelado de garanhdes de acordo com as normas do
CBRA (1998).

A morfologia espermatica ndo tem sido incluida por muitos estudos
como critérios de avaliacdo do congelamento de sémen em jumentos. Os
percentuais de defeitos espermaticos registrados no presente estudo foi
semelhantes a outros estudos (VIEIRA et al., 1985; ARRUDA et al.,, 1989;
SILVA et al., 1997).

Os percentuais de alteracbes na morfologia espermatica devem ser
utiizados como mais um critério auxiliar na selecdo de ejaculados,

conjuntamente com outros para a determinagéo da qualidade seminal.

Tabela 2: Valores Médios e Desvios Padrdao da variacdo da morfologia
espermatica para o sémen fresco e congelado agrupados de acordo com a
classificacdo de BLOM (1973).

Anomalias Espermaticas

Fase Defeitos Maiores Defeitos Menores Defeitos
Totais
Sémen Fresco 7,51 +3,05 7,82 £4,02 15,32 £ 4,32
Diluidor 1 7,72 +2,49 9,23+ 6,02 16,95+ 5,04
Diluidor 2 8,13+£2,01 9,01 £5,06 17,14 £ 4,21

Os resultados agrupados de taxas de gestacao por ciclo aos 13, 25 e 35
dias pos-ovulagdo, em éguas inseminadas com uso dos dois diluidores séo

sumarizados na tabela 3.
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As taxas de concepcédo obtidas no presente experimento aos 13 dias de
50 % (15/30) e de 53,33% (16/30) para o diluidor 1 e 2 respectivamente, foram
altas quando comparadas a outros autores (VIEIRA et al., 1985; ARRUDA et
al., 1989; OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT et al., 2008). As taxas de
concepgao aos 13 dias foram inferiores as registradas por TRIMECHE et al.
(1998) na inseminacéo artificial de jumentas em quatro ciclos (66%), entretanto
foi superior ao valor registrado por esses autores na taxa de concepgéo por
ciclo, que foi de 30% no grupo onde foi obtido gestacbes. As taxas de
concepcao obtidas aos 25 dias foram semelhantes aos resultados registrados
por outros autores com emprego de diferentes metodologias de IA em éguas
(VIEIRA et al., 1985; ARRUDA et al., 1986; OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT
et al., 2008).

Nos trés momentos de diagndéstico de gestacdo em éguas inseminadas
com os dois diluidores 1 e 2, ndo foram observadas diferencas nas taxas de
concepcgao (P>0,05).

As taxas de perdas embrionarias para éguas inseminadas com o diluidor
2 foram de 18,75% (3/16 gestacdes) e 61,53% (8/13 gestacdes) em relacao ao
diagnostico de gestacdo feito entre 13 para 25 e 25 para 35 dias,
respectivamente. Enquanto que as taxas de perdas embrionarias para éguas
inseminadas com o diluidor 1 foram de 6,67% (1/15 gestacbes) e 78,57%
(11/14 gestacdes) para os diagnoésticos realizados entre 13 para 25 e 25 para

35 dias, respectivamente.

As taxas de perdas embriondrias foram similares entre os dois diluidores
(p>0,05). Os valores registrados no presente experimento foram elevados para
todos os momentos. Contudo, os valores de perda embrionaria foram mais
elevados entre 25 e 35. Agrupando se os dados para éguas inseminadas com
ambos os diluidores, as perdas ocorridas nesta fase foram de 62%. De acordo
com BALL (1993) e HENNEKE et al., (1984) as taxas de perda embrionaria em

éguas podem atingir 75% em condi¢cOes insatisfatorias de nutricdo e manejo.
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Tabela 3: Taxas de concepcdo por ciclo em éguas mesticas e da raca
Campolina inseminadas até 6 horas apos a ovulacéo, intra-cornual ipsilateral a

ovulacdo, com sémen congelado de trés jumentos da raca Péga (Equus

asinus).
Diluidores Numero de gestacdes por ciclos

13 dias 25dias 35dias
Diluidor 1 50,00% (15/30) 46,66% (14/30) 10,00% (3/30)
Diluidor 2 53,33% (16/30) 43,33% (13/30) 16,6% (5/30)

Os dados do presente estudo dificilmente podem ser comparados com
outros estudos com sémen congelado de jumentos, uma vez que poucos foram
0s estudos que realizaram teste de fertilidade (VIEIRA et al., 1985; ARRUDA et
al., 1986; TRIMECHE et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT et al.,
2008).

Contudo, estes estudos ndo mencionam por quanto tempo a gestacao
foi acompanhada e se houveram altas taxas de perdas embrionarias no

periodo correspondente ao do presente estudo.

Aparentemente, ndo ha dados na literatura mencionando as perdas
embrionérias em éguas inseminadas com sémen congelado de jumentos. Por
outro lado, de acordo com VIDAMENT (2005) a comparacao de taxas de
gestacdo e perda embrionaria por estudos diferentes € no minimo invalida.
Uma vez que a fertilidade € uma equacdo multifatorial dependente da
fertilidade da égua (idade, fertilidade intrinseca, doencgas uterinas), da
fertilidade do sémen (coleta, processamento, fertilidade intrinseca) e do manejo
ao qual a égua foi submetida (AMANN & PICKETT 1987; AMANN, 2006).

Diversos fatores podem ter contribuido para as perdas embrionarias
neste estudo, tais como a idade das éguas; as condi¢cdes de manejo nutricional
gue foram inadequadas; os fatores relacionados ao embrido; momento da

inseminacao e fatores ndo determinados.
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A inseminacao artificial realizada apos a ovulacdo de acordo com
VIDAMENT (2005) é uma metodologia que deve ser evitada, pois propicia
elevados custos com o emprego da inseminagdo de uma determinada égua,
além de elevado numero de manejos, pois a égua deve ser palpada
frequentemente. No presente estudo nao foi empregado indutores de ovulacéo,
portanto os intervalos do inicio do aparecimento de um foliculo com 35 mm até

a inseminacéao foram naturais.

Outra razdo pela qual a inseminacao artificial pos-ovulagcdo deve ser
evitada, é devido a associacdo deste tipo de inseminacdo com perda
embrionéria registrado por WOODS e colaboradores (1990). As inseminacdes
realizadas apds a ovulacdo como no presente estudo levam ao aparecimento
de embribes de tamanho reduzido, (VANDERWALL & NEWCOMBE, 2007,
NEWCOMBE, 2000), possuindo menor capacidade de sinalizacdo embrionaria
materna e, consequentemente, associados com maiores taxas de perda

embrionéaria.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os reportados e discutidos, aqui expostos, concluiu-se
que: 1) a coloragao de eosina e nigrosina citrato se mostrou inadequada para a
avaliacdo do sémen de jumentos em diferentes etapas do processo de
criopreservacdo; 2) o HOST se mostrou adequado para identificacdo da
populacdo espermatica sobrevivente ao processo de congelamento,
independente do meio diluidor; 3) os parametros fisicos do sémen
criopreservado em ambos os diluidores se mostram inclusos dentro da faixa
registrada por outros estudos com diluidores semelhantes a base de gema de
ovo e glicerol; 4) ambos os diluidores de NAGASE & NIWA (1964) modificado e
o diluidor de MARTIM et al. (1979) pode ser empregados na criopreservacao
de sémen de jumentos; 5) as taxas de gestacdo apresentadas aos 13 e aos 25
dias foram elevadas e satisfatorias e as taxas de perda embrionaria entre 13 e
25 dias e 25 e 35 dias foram elevadas.

Novos estudos devem ser conduzidos enfocando novas metodologias
de congelamento, bem como novos testes complementares devem ser
avaliados e estudos de teste de fertilidade em éguas sob boas condi¢ces de
manejo e associado a um acompanhamento do periodo gestacional por

periodo de tempo mais prolongado.
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