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RESUMO

KER, Pedro Gama, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2009. Fertilidade do sémen congelado de jumento (Equus asinus) da
raca Péga em éguas inseminadas pré e pds-ovulagcdo. Orientador:
Giovanni Ribeiro de Carvalho. Co-orientadores: José Monteiro da Silva Filho
e Ciro Alexandre Alves Torres.

O objetivo desse estudo foi avaliar a fertilidade de éguas inseminadas
antes e apos a ovulacdo com sémen congelado de um jumento da Raca
Péga. Foram realizadas treze coletas de sémen com uso de vagina artificial,
modelo Hannover. Foram realizadas avalia¢cdes do sémen fresco, resfriado e
congelado nas diferentes fases da criopreservacédo por avaliagdo subjetiva
dos parametros fisicos e andlise da morfologia esperméatica. Apds a coleta e
avaliacdes dos parametros fisicos, o sémen foi diluido no meio de minima
contaminagdao, centrifugado a 650 g/15 minutos, e ressuspendido no diluidor
de lactose-EDTA-gema de ovo. A concentracdo espermética foi de 100
milhdes de células/palheta de 0,5 mL. O sémen foi resfriado, estabilizado e
congelado. A longevidade espermatica foi avaliada por meio do teste de
termo resisténcia (TTR). A motilidade e o vigor espermatico foram avaliados
nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos apds o descongelamento. A integridade
da membrana plasméatica foi avaliada utilizando as sondas diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propidio. Quarenta e oito éguas foram
distribuidas em dois tratamentos. T1 (n=25): controle folicular realizado a

intervalos de seis horas com inseminacdes realizadas apds a ovulagdo. T2

Xii



(n=23): aplicagcdo de 2000 Ul de gonadotrofina coribnica humana (hCG)
quando os foliculos atingiram 35-40 mm de didametro. O controle folicular foi
realizado em intervalos de 12 h e inseminacgfes 24 h apos a aplicacdo do
hCG, repetidas caso a ovulacdo ndo ocorresse 48 h apOs a aplicacdo da
gonadotrofina. As inseminacdes foram feitas no apice do corno uterino
ipsilateral ao foliculo ovulatério, na dose de 300 milhdes de espermatozoéides
viaveis. A motilidade e vigor médio do sémen fresco foram respectivamente
de 83,07 + 3,83 e 3,61 + 0,36; para 0 sémen congelado, foram de 41,92% +
8,3 e 2,73 £ 0,33. A motilidade e vigor médio do sémen nos tempos 0, 30, 60
e 90 foram, 36,9% +6,5e2,6 £0,3,35% +7,1€25+0,3,338% +52e25
+ 0,3, 30% £ 7,1 e 2,5 £ 0,3, respectivamente. A porcentagem de
espermatozoides integros, semi-lesados e lesados foram de 24,9 + 11,1, 9,9
+ 4,3 e 66,4 + 8,5, respectivamente. A fertilidade foi de 40% e 26% para 0s
tratamentos 1 e 2, respectivamente (p> 0,05). Para T1, o tempo médio do
altimo controle folicular até a inseminacéo foi 6:35 h. No T2 o tempo médio
da ultima inseminacdo a ovulacao foi de 20:16 h. Pode-se inferir que neste
trabalho que o tempo médio de 20:16 horas entre a inseminagdo e a

ovulacéo no T2 foi longo para o sémen de jumento.
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ABSTRACT

KER, Pedro Gama, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2009.
Fertility of semen freeze of Péga breed donkeys (Equus asinus) in
mares inseminated on two moments. Advisor. Giovanni Ribeiro de
Carvalho. Co-Advisors: José Monteiro da Silva Filho and Ciro Alexandre
Alves Torres.

The objective of this study was to evaluate the fertility of mares
inseminated with Péga donkey’s frozen semen, before and after ovulation.
Thirteen semen collections were performed using artificial vagina, Hannover
model. Evaluations were performed in fresh, cold and frozen semen in
different cryopreservation stages by subjective evaluation of physical
parameters and sperm morphology analysis. After collection and physical
parameters evaluations, semen was diluted in the minimum contamination
medium, centrifuged at 650 g/15 minutes, and resuspended in lactose-EDTA-
egg yolk extender. The sperm concentration was 100 million cells/0.5 mL
straw. Semen was cooled, stabilized and frozen. The sperm longevity was
evaluated using the term resistance test (TRT). The spermatic motility and
vigor were evaluated at 0, 30, 60 and 90 minutes after thawing. The SMI was
measured using the probes of carboxyfluorescein diacetate and propidium
iodide. Forty-eight mares were distributed into two treatments. T1 (n = 25):
follicular control performed at six hours intervals and inseminations
performed after ovulation. T2 (n = 23): 2000 IU of human chorionic

gonadotropin (hCG) application when the follicles reached 35-40 mm in

Xiv



diameter. The follicular control was performed at 12 hours intervals and
inseminations 24 hours after hCG application, repeated if ovulation did not
occur for 48 hours after gonadotropin application. The inseminations were
performed at the apex of the uterine horn ipsilateral of the ovulatory follicle,
with a sperm dose of 300 million viable sperm. The motility and the average
vigor of fresh semen were respectively 83.07 £ 3.83 and 3.61 + 0.36; for
thawed/frozen semen were 41.92% + 8.3 and 2.73 £ 0.33. The motility and
average vigor of thawed semen at 0, 30, 60 and 90 were 36.9% £ 6.5 and 2.6
+£0.3,35% +7.1and 2.5+0.3,33.8% +5.2and 2.5+ 0.3, 30% £ 7.1 and 2.5
+ 0.3, respectively. The percentage of intact spermatozoa, semi-injured and
injured were 24.9 £ 11.1, 9.9 + 4.3 and 66.4 * 8.5, respectively. The fertility
was 40% and 26% for treatments 1 and 2, respectively (p> 0.05). For T1, the
average time of last follicular control to insemination was 6:35 hours. In T2,
the average time of the last insemination to ovulation was 20:16 hours. Its
possible to infer that in this work that the average time of 20:16 hours

between insemination and ovulation in T2 was longer for the donkey sperm.
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1. INTRODUCAO

Os asininos da raca Péga vém sendo muito valorizados nos ultimos
anos, principalmente, pelo o andamento marchado transmitido aos seus

descendentes, asininos ou muares (hibridos entre equinos e asininos).

Em eqlinos, é bastante expressivo o nimero de estudos nas diversas
areas de reproducdo. Nos asininos, apesar de sua grande importancia na
agricultura e pecuaria nacionais, poucas pesquisas tém sido desenvolvidas
no Brasil visando ampliar os conhecimentos da fisiologia reprodutiva dessa

espécie.

A inseminacdo artificial com sémen congelado representa uma
importante ferramenta no melhoramento genético animal. Esta biotecnologia
da reprodugdo maximiza o uso de garanhdes, permitindo o maior numero de
descendentes de animais de alto valor genético, a reducdo no custo do
transporte, a melhoria no controle de doencas sexualmente transmissiveis e

0 uso de animais ja mortos (SQUIRES et al., 1999).

s

Outra finalidade desta tecnologia € a preservacdo de material
genético por um inesgotavel periodo de tempo, propiciando a formacgéao de
um banco de germoplasma, conhecido como preservacdo “ex situ”
(MARIANTE e CAVALCANTI, 2000).

Apesar do reduzido numero de pesquisas nesta area, a demanda por

novas tecnologias de criopreservacdo de sémen asinino vem aumentando



muito nos ultimos anos. No entanto, ainda é grande a diversidade de
informacdes sobre as técnicas de criopreservacdo: meios diluidores de
sémen, curvas de resfriamento e congelamento ideais, momento da
inseminacao (viabilidade do odcito da égua e jumenta em relacdo ao
espermatozdide asinino) e numero de espermatozoéides vidveis por dose

inseminante.

O maior entrave no uso da inseminacao artificial com sémen
congelado de equideos é o elevado custo do manejo intensivo das éguas a
serem inseminadas. Os resultados obtidos com o uso de protocolos de
inseminacao artificial em tempo fixo com sémen congelado de garanhdes
sdo bastante satisfatérios (METCALF, 2005; MORRIS et al.,, 2003). A
maioria dos trabalhos encontrados na literatura que fizeram teste de
fertilidade do sémen congelado de jumento em éguas, utilizaram
inseminacdes pos-ovulacdo (VIEIRA et al.,, 1985; ARRUDA et al.,, 1986
OLIVEIRA, 2005; CANISSO, 2008). VIDAMENT et al. (2008), utilizando
inseminacdes pré-ovulacdo em éguas, obtiveram taxa de prenhes por ciclo
de 36%.

Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar a fertilidade do
sémen congelado de Jumento da Raca Péga em éguas inseminadas antes e

apos a ovulacéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os asininos (Equus asinus), assim como os cavalos (Equus caballus),
sdo membros da Familia Equidae, e pertencem a ordem Perissodactyla
(HAFEZ, 2004). Existem duas subespécies de asininos, Equus asinus
africanus (jumento africano) e Equus asinus europeus (jumento europeu).
Caracteristicas morfoléogicas como pelagem branca, presenca de sinais
como estrela e extremidades brancas, permitem hipotetizar que os animais
da raca Péga tém como tronco étnico o Equus asinus africanus africanus

(jumento Nubiano ou Egipcio), do qual muito se aproxima (COSTA, 2007).

Existe um conceito entre criadores de asininos, que esta espécie
possui fertilidade inferior quando comparada aquela da espécie eqina
(SILVA FILHO, et al., 1986). As éguas também tém a reputacdo de ter uma
fertiidade mais baixa que as outras espécies de animais domésticos
(TEIXEIRA et al., 1985). Outras espécies domésticas, como bovinos, suinos
e ovinos, tém sido muito selecionadas para eficiéncia reprodutiva e outros
aspectos produtivos (HAFEZ, 1995). Em equideos, tanto eqiinos quanto
asininos, falta selecéo objetiva das racas, baseada na eficiéncia reprodutiva
(TEIXEIRA et al., 1985).

A utilizacdo do sémen congelado ja € uma realidade em programas de
inseminacao artificial para a espécie bovina. Entretanto, em equinos,
progressos tém sido alcancados ao longo dos ultimos 20 anos, tendo ainda

varios pontos de estrangulamento a serem resolvidos. Com o sémen de

3



asininos, em especial, os da raca Péga, o problema é mais acentuado.
Trabalhos citados na literatura tém mostrado que, apesar do sémen
apresentar alta motilidade no pos-descongelamento, sdo baixas as taxas de
fertilidade quando utilizado na égua, e principalmente, na jumenta (VIEIRA et
al., 1985; ARRUDA et al., 1986; OLIVEIRA 2005; CANISSO, 2008,
VIDAMENT et al., 2008). Possiveis causas desta baixa fertilidade podem
estar relacionadas a predisposicdo precoce da capacitacdo espermatica
causada pelo procedimento de congelamento e descongelamento do sémen,
levando a baixa viabilidade do espermatozdéide nos Orgdos genitais
femininos e, talvez, ao efeito toxico do glicerol ao espermatozoide do
jumento (VIDAMENT, 2008).

2.1. Composicdo e modificacbfes da membrana plasmética durante o

processo de resfriamento

A membrana plasmatica da célula espermatica € formada por uma
bicamada de lipideos (fosfolipideos, glicolipideos e colesterol) com proteinas
integrais e glicoproteinas de superficie de ligacdo, organizados em um
modelo de mosaico fluido (SINGER e NICOLSON, 1972). Esta é
metabolicamente ativa e, devido a sua composicdo, apresenta
impermeabilidade a maioria das moléculas. Tem um importante papel de
isolar a célula do meio exterior e media rea¢cdes com 0 meio que a cerca,
controlando o fluxo de agua e eletrolitos (COOPER, 1996).

A bicamada lipidica € assimétrica, onde cada tipo de fosfolipidio tem
preferéncia na sua orientacdo especifica dentro da bicamada, além disto, o
tipo e a quantidade de fosfolipidios de membrana variam de acordo com a
espécie animal. De certa forma, tudo isso pode estar relacionado a maior ou
menor estabilidade da membrana celular (HAMMERSTEDT e GRAHAM,
1992). Mudancas na organizacdo do mosaico fluido da membrana
plasmatica podem levar a alteragbes na permeabilidade, funcionalidade e
metabolismo da célula espermatica, o que pode prejudicar a motilidade e a
capacidade fecundante da mesma (AMANN e GRAHAM, 1993).



A assimetria da bicamada lipidica é importante para a funcéo celular,
pois garante a fluidez da membrana externa dos espermatozoéides, sendo
esta caracteristica um pré-requisito para o desempenho de suas funcdes. A
fluidez da membrana é afetada principalmente pela composicéo relativa
entre os fosfolipidios e o colesterol, e pela temperatura a qual a membrana é
exposta. A temperatura ambiente, os lipideos e as proteinas de membrana
permanecem em estado de fluidez, no entanto, a continua queda de
temperatura promove alteracdes fisicas da membrana, que passa do seu
estado liquido ao de gel, as cadeias de acidos graxos que estavam
aleatoriamente distribuidas ordenam-se paralelamente, produzindo uma
estrutura rigida e tornando essas areas fracas e suscetiveis a rupturas e a

fusBes, como também permeéveis a ions (HAMMERSTEDT et al., 1990).

As principais alteracdes sofridas pela célula no processo de
criopreservacdo ocorrem durante o0s processos de resfriamento e
descongelamento. Assim, uma taxa de resfriamento e aquecimento
adequada e a adicdo de diluentes sdo necessarias para prevenir danos

causados a membrana, pelo choque térmico.

2.2. Principios da criopreservacao espermatica

De acordo com SQUIRES et al., (1999), para os espermatozoéides
manterem sua fertilidade, devem ultrapassar os obstaculos impostos, e
ainda, preservar as seguintes caracteristicas: morfologia aceitavel,
metabolismo para producdo de energia, motilidade progressiva,
membranas plasmaticas e acrossomal estabilizadas e enzimas para a

fertilizag&o.

Segundo ARRUDA (2000), para os espermatozoides sobreviverem a
criopreservacdo, é necessario que estejam em um meio que lhes confira
nutrientes e protecdo fisico-quimica, associado a uma curva o6tima de

congelamento.

A queda da temperatura promove alteracdo no padrdo de fluidez da

membrana plasméatica, passando de um estado liquido-cristalino para o
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estado gel, em que as cadeias de acidos graxos sao rigidas e paralelas,
sendo esta fase chamada de transicdo. Nesta fase, os espermatozoides
estdo mais susceptiveis aos danos causados pelo resfriamento, podendo
haver perda do movimento progressivo e alteracbes nas membranas
plasmatica e acrossomal, sendo o primeiro desafio imposto a essas

células.

O efeito do choque térmico pode ser prevenido ou atenuado pelo
controle da taxa de resfriamento, adicdo de lipideos (gema de ovo) ou
lipoproteinas (leite) ao diluente (GRAHAM, 1996) e pelo uso de curvas de
resfriamento lentas (-0,5 °C/min) (FURST, 2006).

Durante o fenébmeno de choque térmico, que ocorre quando o
resfriamento é feito de maneira inadequada, espermatozoides sofrem danos
irreversiveis, caracterizados por alteracdes nos padres normais de
motilidade, perda rapida de motilidade e danos no metabolismo e nas
membranas plasmatica e acrossomais (GRAHAM, 1996; SQUIRES et al.,
1999).

FURST et al. (2005) compararam sémen equino resfriado antes do
congelamento, com taxa de resfriamento de -0,3°C por minuto entre as
temperaturas de 22 a 9°C, usando sémen congelado sem resfriamento
prévio. Verificaram melhor protecdo da membrana plasmatica, melhor
motilidade e vigor dos espermatozoides equinos apdés descongelamento,
para o sémen que foi submetido a uma curva lenta de resfriamento antes

do congelamento.

Durante a congelacdo, a suspensdo de espermatozoides atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelamento do meio (super-
resfriamento), antes que haja a formacao de cristais. Quando os cristais de
gelo comecam a se formar, ha o aumento na temperatura, necessario para
a cristalizacéo, o que pode vir a ser deletério para o espermatozoide. O uso
de curvas adequadas de congelamento diminui os efeitos deletérios
(SQUIRES et al., 1999).

Na temperatura de - 5°C a agua intra e extracelular permanece

super-resfriada. Quando a temperatura do meio atinge entre -5°C e -10°C,



inicia-se a formacdo de cristais de gelo no meio extracelular, porém,
protegido pela membrana plasmatica, o meio intracelular ndo se congela e
permanece super-resfriado. Assim, ocorre mudanca no gradiente osmotico
entre 0s meios intra e extracelular, o que leva a saida de agua para o meio
extracelular, ocasionando a desidratacdo celular. Neste ponto deve haver
equilibrio na curva de congelamento, pois, deve ser lenta para evitar a
congelacédo da agua intracelular, e rapida o suficiente para evitar o contato

da célula desidratada com o meio hiperosmaotico.

A perda de agua e a desidratacdo sdo eventos desejaveis, pois
reduzem a formacdo de grandes cristais de gelo dentro da célula, o que
causa danos as estruturas internas e/ou a membrana plasmatica
(SQUIRES et al.,, 1999). No entanto, a desidratagcdo severa promove
desnaturacdo das macromoléculas e retracdo excessiva da célula, até

ocorrer um colapso da membrana (MEDEIROS et al., 2002).

A descongelacdo depende da taxa de congelamento do sémen pois
poderd causar danos gque deixardo o espermatozoide com sobrevivéncia
e/ou funcionamento comprometidos. SQUIRES et al. (1999), indicam que a

taxa de congelacdo deve ser a mesma a taxa de descongelagéo.

2.3. Injarias esperméticas devido ao processo de criopreservacao

De acordo com WATSON (2000), as lesGes ocasionadas devido ao
processo de criopreservacdo sdo atribuidas ao efeito da mudanca de
temperatura; ao estresse osmotico; a toxidez dos crioprotetores e a

formacdo e a dissolucéo de cristais de gelo no meio extracelular.

A taxa de sobrevivéncia espermatica ao resfriamento, congelamento
e aguecimento depende das taxas de resfriamento e aquecimento
utilizadas; do tempo de duracdo de cada etapa; do transporte de
substancias e da formacao de cristais de gelo. Contudo, a resposta celular
mais importante ao congelamento € dada pela perda de agua e pela
formac&o de cristais de gelo intracelular (FURST, 2006).



Se a célula for criopreservada em uma taxa de congelamento muito
lenta, ocorre formacao de gelo extracelular, com isso, ha formacdo de um
gradiente osmotico, levando a saida de agua do espermatozéide. Assim, a
injaria celular € causada pela desidratacdo celular excessiva em
decorréncia do meio extracelular muito concentrado, desencadeando um

desarranjo morfofuncional da célula. Esse fenbmeno é conhecido como

efeito solucéo.

Quando a taxa de congelamento é muito rapida, a formacédo de
cristais de gelo intracelular também € rapida, ndo permitindo uma
desidratacdo celular adequada e, consequentemente, formacdo de

macrocristais no interior da célula, lesando o seu interior.

Altas concentracbes de crioprotetores sdo deletérias aos
espermatozoides, devido a sua toxicidade, e podem resultar na reducao da
fertilidade apds a inseminacéo artificial. Parte da toxicidade é devido a injuria
bioquimica, resultado da adicdo direta do crioprotetor sobre componentes
subcelulares (ARRUDA, 2000). Dentre os efeitos deletérios causados,
podem ser citados: aumento da permeabilidade da membrana plasmética;
inducdo de sua fusdo; inibicdo da atividade enzimética (FAHY, 1986),
resultando na desnaturacdo de proteinas e em alteracfes das interacfes de
actina (FAHY, 1990).

2.4. Crioprotetores mais utilizados para sémen de equiideos

Os crioprotetores sdo substancias capazes de promover a
sobrevivéncia celular durante o resfriamento, congelamento e
descongelamento. O mecanismo de a¢éo dos crioprotetores ainda ndo esta
bem compreendido. WATSON (1981) sugere que estas substancias atuam
via propriedade coligativa da agua, reduzindo o ponto de congelacdo de
uma solucdo. Estes compostos diminuem a formagédo de cristais de gelo
atuando com solvente e reduzem a concentracdo de solutos no meio
externo. MASSIP (1986) relatou que essas substancias interagem com a

membrana celular, proporcionando estabilizagcdo e evitando a sua leséo.

8



Entretanto, os crioprotetores ndo garantem a sobrevivéncia de 100% das
células, por também possuirem seus efeitos toxicos, dependendo da

concentracao utilizada do crioprotetor no meio diluidor (FAHY, 1986).

Os crioprotetores podem ser classificados, de acordo com sua
permeabilidade & membrana celular, em: penetrantes (pequenas
moléculas) que atravessam a membrana do espermatozoide e atuam no
meio intra e extracelular e incluem glicerol, etilenoglicol e dimetilsulfoxido-
(DMSO), 1,2 propanodiol e as amidas (acetamida, formamida, entre
outras); e ndo penetrantes (macromoléculas), como as proteinas presentes
no leite e na gema de ovo, sacarose, glicose, lactose, manose, rafinose,

trehalose e alguns polimeros sintéticos (McCKINNON, 1996).

2.4.1. Crioprotetores penetrantes

Essa classe de crioprotetores pode ser subdividia basicamente em
dois grupos: alcoois (glicerol, etilenoglicol entre outros) e amidas. Segundo
MEDEIROS et al. (2002), um bom agente crioprotetor deve apresentar as
seguintes caracteristicas: baixo peso molecular, elevada solubilidade em

meio aquoso e baixa toxicidade a célula espermatica.

Dentre os crioprotetores, o glicerol € o mais utilizado no congelamento
de sémen de equideos (MARTIN et al., 1979; GRAHAM, 1996; VIDAMENT
et al., 1997; PAPA et al., 1999). Apresenta funcbes atenuadoras das
crioinjurias celulares, exercendo efeitos extracelulares, por estimulo da
desidratacdo celular, diminuindo, assim, o volume intracelular de agua
disponivel para o congelamento. O glicerol também exerce efeitos
intracelulares, pela sua habilidade de atravessar a membrana plasmatica,
diminuindo o estresse osmdtico intracelular da desidratacdo. Isso ocorre via
reposicdo de agua intracelular necesséaria para manutencdo do volume
celular, interacdo com ions e macromoléculas e diminuindo o ponto de
congelamento da dgua (MEDEIROS et al., 2002).

Estudos reportam que o glicerol também apresenta efeitos toxicos
quando usado na criopreservacdo de sémen equlino. Sua toxidez parece

causar desnaturacao protéica, alteragdo na interacdo e inducdo da proteina
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livre da membrana, mudancas de eventos citoplasmaticos por causa do
aumento da viscosidade intracelular e alteracdo direta da membrana
plasmatica (DEMICK et al., 1976; HAMMERSTEDT e GRAHAM, 1992;
ALVARENGA et al., 2000).

A concentracdo de glicerol ideal vai variar em fungéo da espécie, da
curva de congelamento, de outros componentes do diluidor e do método de
envase (FURST, 2006). De acordo com a maioria dos estudos, a
concentracdo de glicerol nos diluidores de congelamento pode variar de 3,5
a 5% (VIDAMENT et al., 1997).

Alguns autores tém obtido boas taxas de prenhes em éguas com
sémen criopreservado com glicerol, como MARTIN et al. (1979) que
obtiveram 63%; LOOMIS et al (1983) 51,3%; PAPA et al. (1999) 66%,;
DELL’AQUA (2000) 50% e CANISSO (2008) 53 %.

O etilenoglicol tem sido testado e comparado com o glicerol no
congelamento de sémen. ALVARENGA et al. (2000), trabalhando com
sémen de garanhdes, verificaram que a motilidade progressiva foi de 34,0%,
36,5%, 29,3% e 34,7%, para os hiveis de 5% de glicerol, 5% e 10% de
etilenoglicol e etilenoglicol (2%) associado a glicerol (3%), respectivamente.
Segundo ARRUDA (2000), o etilenoglicol e o glicerol apresentam
propriedades crioprotetoras semelhantes. NEVES NETO et al. (1995), nédo
encontraram diferencas nas taxas de prenhes em éguas inseminadas com

diluidor a base de Lactose-EDTA-Gema com etilenoglicol ou glicerol.

As amidas sdo formadas por dois grupos funcionais: um grupo amina
(com nitrogénio) e um grupo acido carboxilico (com oxigénio). Possuem trés
pontos para ligacdo ao hidrogénio da agua, metade dos sitios de ligacéo
quando comparada ao glicerol. No entanto, as amidas possuem menor
viscosidade que o glicerol, sendo mais solUveis em agua e mais permeaveis
a membrana plasmatica do espermatozoide, reduzindo os efeitos deletérios
do estresse osmdético causado pelo crioprotetor (BALL e VO, 2001).
VIDAMENT et al. (2002) obtiveram taxa de fertiidade em éguas de 46%,
58% e 50% usando como criprotetor o glicerol a 2 e 3% e a dimetilformamida

a 2%, respectivamente.
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O dimetilsulfoxido (DMSO) pode realizar ligacdes de hidrogénio via
seu radical sulfoxido, reduzindo o ponto de congelacdo da solucéo
(MURTHY, 1998). Confere maior protecdo a membrana plasmatica a
temperaturas baixas, por possuir a caracteristica de ligacdo com 0s grupos
fosfatos da membrana (KUNDU et al., 2000).

2.4.2. Crioprotetores ndo-penetrantes

Nesta categoria de crioprotetores pode-se incluir algumas
macromoléculas que atuam na protecdo do espermatozoide no processo de
criopreservacdo sem penetrar na célula. Sdo estes: aclUcares (sacarose,
glicose, lactose, manose, rafinose, trehalose), gema de ovo, leite, polimeros
sintéticos (metilcelulose e polivinilpirrolidona) e albumina sérica bovina
(KEITH, 1998).

Os acucares atuam protegendo as células pelos efeitos osmdticos,
fazendo com que estas percam &gua, diminuindo a possibilidade de
formacdo de cristais de gelo dentro da célula. Também sdo substratos
energéticos para 0 espermatozoide, conferem protecdo a membrana
plasmatica durante a congelacdo e descongelacdo, e podem prevenir 0s
danos pela desidratacao extrema (YILDIZ et al., 2000).

A gema de ovo € comumente encontrada em meios diluidores de
sémen, prevenindo contra o choque térmico no processo de
criopreservacdo. Esta protecdo é devido, principalmente, a presenca de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que aderem a membrana
plasmatica durante o processo de criopreservacao, garantindo resisténcia ao
choque térmico e melhoria na motilidade p6s-congelamento (MOUSSA et al.,
2002).

Outro elemento empregado nos meio diluidores para sémen de
equideos é o etilenodiaminotetracético (EDTA). Sua principal funcéo é se
ligar ao calcio e ao magnésio, reduzindo seu influxo para o meio intracelular,
visto que seu excesso provoca lesdes celulares, durante o processo de
resfriamento (ARRUDA, 2000).
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O Orvus-es-paste, outra substancia adicionada ao diluente de
criopreservacdo por MARTIN et al., (1979), € um agente emulsificante de
gordura que aumenta a disponibilidade e a capacidade protetora dos
fosfolipideos. O sémen congelado, utilizando essa substancia, apresentou
motilidade pos-descongelamento superior ao do diluente sem a presenca do
emulsificador (53,4% x 42,3%).

O leite em p6 vem sendo rotineiramente usado na composicdo de
diluidores para diluicdo, centrifugacdo e armazenamento do sémen equino
resfriado. A eficiéncia do leite na protecdo das células esperméticas na
criopreservacdo se assemelha a da gema de ovo, principalmente pela sua
composicdo de proteinas, atuando como tampdo e quelante de metais
pesados, minimizando o efeito do choque térmico pelo frio (SALAMON e
MAXWELL, 2000).

2.5. Principais meios diluentes utilizados para sémen de asininos

Os meios diluidores para congelacdo de sémen sdo utilizados para
garantir a sobrevivéncia dos espermatozoides e apresentam, em sua
constituicdo basica, substancias que permitem a preservacdo da membrana
plasmatica, mediante a estabilizacdo do pH do meio; a neutralizacdo de
produtos téxicos produzidos pelos espermatozéides; a protecdo contra o
choque térmico; a manutencado do equilibrio eletrolitico e osmotico; a inibicao
do crescimento bacteriano e fornecimento de energia para as células
(LINDE-FOSBERG, 1991; ENGLAND, 1993).

Os meios mais utilizados no congelamento de sémen de jumento sao
0 diluidor de Merck-gema utilizado por MARTIN et al. (1979) no
congelamento de sémen de garanhdes, INRA-82 modificado por TRIMECHE
et al. (1996), MP50 modificado por OLIVEIRA (2005). Estes diluidores
apresentam, em sua composicao, fosfolipidios derivados do leite ou da gema
de ovo, glicerol e dimetil formamida como crioprotetores, tampao e
antibioticos, apresentando ou ndo um agente emulsificador de gorduras

(Orvus-es-paste).
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2.6. Curva de resfriamento

O processo de criopreservacao inicia-se quando o sémen é resfriado
da temperatura corporal a temperatura ambiente (37 a 20° C), o que parece
ndo ocasionar maiores danos aos espermatozéides, quando este se
encontra diluido em meio adequado (KEITH, 1998). A curva de resfriamento
vai até 5°C, sendo que a fase mais critica acontece entre as temperaturas
de 19 a 8°C.

A taxa da queda de temperatura que o espermatozoide sofre durante
0 processo de resfriamento € um dos principais entraves ao sucesso no
congelamento de sémen de equideos. Uma curva de resfriamento rapido é
responsavel pela maioria das lesées celulares, em decorréncia de alteracéo
da propriedade fisica das membranas espermaticas (WATSON, 1981). O
choque térmico, responsavel por mudancas irreversiveis na membrana
plasmatica do espermatozoide, € mais pronunciado quando o resfriamento
ocorre de maneira rapida, sendo a severidade do efeito dependente da curva
de resfriamento entre as faixas de 15 a 0 °C (QUINN et al., 1980), 19 a 8 °C
(MORAN, 1992; WATSON, 1995; GRAHAM, 1996; FURST, 2000).

DOUGLAS-HAMILTON et al. (1987), concluiram que as taxas rapida
(maiores que 1 °C/min) e lenta (menores que 0,33 °C/min) causam maiores
danos (maior numero de patologias, menor motilidade e maior nimero de
células mortas apGs o resfriamento) a célula espermatica, que a taxa média
(entre 1 e 0,33 °C/min).

VIDAMENT et al. (2000), ao utilizarem o diluidor INRA82, verificaram
melhor motilidade espermética para o congelamento apds o resfriamento a
4°C, em 1 hora antes do envase/congelamento, quando comparado ao
sémen congelado diretamente a partir de 23 °C. FURST (2000), comparando
taxas de resfriamento de -0,8 °C/min entre 24 e 19 °C e -0,4°C/min entre 19
e 8 °C, evidenciou que a segunda taxa de resfriamento reduziu as perdas da

motilidade espermatica durante o congelamento de sémen equino.

FURST et al. (2005) constataram que a taxa de motilidade total, teste

supravital e hiposmético do sémen congelado com resfriamento prévio, foi
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superior (p<0,05) a do protocolo sem resfriamento, tanto no
descongelamento a 75 °C/7” quanto a 37 °C/30”. O mesmo autor inseminou
éguas com deposicdo do sémen no apice do corno uterino, utilizando
concentracfes de 150 e 300 milhdes de espermatozodides viaveis, com

média de 55% de taxas de fertilidade.

Na literatura consultada, estudos apontam a curva de resfriamento
meédia (entre 1 e 0,33 °C/min) antes do congelamento como sendo a melhor
alternativa para sémen de asininos (OLIVEIRA, 2005; CANISSO, 2008).

2.7. Curva de congelamento

A curva de congelamento € de extrema importancia na manutencao
da integridade celular. Se a taxa de congelamento néo for adequada, ocorre
perda da viabilidade das células, possivelmente em fun¢éo da diminuicdo do
conteudo de &gua intracelular, ocasionando aumento das concentracdes de
solutos intracelulares e precipitacdo, com alteracédo de pH e osmolaridade do
meio (WATSON, 1995). Quando a taxa € adequada, a célula se torna
progressivamente desidratada e permanece funcional apdés o

descongelamento.

Os danos sofridos pelo espermatozoéide durante o congelamento e o
descongelamento ocorrem na faixa de temperatura entre -15 e -60°C
(PARKS e GRAHAM, 1992). Entretanto, o tipo de comprometimento celular
dependera da taxa de congelamento. Dessa forma, a desidratacdo celular
sera observada quando a taxa de resfriamento oscilar entre 25 a 40 °C/min,
enquanto o congelamento lento causa danos a célula, devido a altas
concentracdes de soluto intracelular durante o processo. Por outro lado, o
congelamento rapido (60 °C/min) pode provocar a recristalizacdo apos o
descongelamento, com formacao de grandes cristais de gelo, o que causa
danos fisicos a célula (GRAHAM, 1996).

Na criopreservacédo de sémen asinino, a curva de congelamento mais

utilizada é a de 60 °C/minuto (curva rapida), obtida quando as palhetas séo
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colocadas em posi¢céo horizontal, 3 a 6 cm acima do vapor de nitrogénio,

durante 20 minutos.

2.8. Curva de descongelamento

A curva de descongelamento é dependente do tipo de envasamento e
do tempo de exposicdo a uma determinada temperatura (PICKETT e
AMANN, 1993). Quando o congelamento € realizado com curva lenta, a
desidratacdo celular € maior devido ao maior tempo de exposicdo dessas
células ao meio extracelular muito concentrado, desencadeando um
desarranjo morfofuncional na célula. Sendo assim, o descongelamento
também deve ser lento, permitindo que ocorra a re-hidratacdo espermatica.
No congelamento rapido ndo h&a tempo suficiente para que ocorra adequada
desidratacéo, resultando na formacéo de cristais de gelo no meio intracelular
(macrocristais). Para o descongelamento, necessita-se de uma velocidade
de descongelamento também rapida, para que ndo ocorra a recristalizacéo
(fusdo de cristais de gelo) e, consequentemente, leséo celular. (MAZUR,
1985).

VIDAMENT et al. (2001), ao estudarem a motilidade espermética do
sémen equino descongelado a diversas temperaturas e tempos de
descongelamento (37 °C/30”, 50 °C/10”, 50 °C/20”, 60 °C/10”, 75 °C/5”,
75°C/10”, 75°C/15”), ndo observaram diferencas entre os tratamentos,
exceto para o descongelamento a 75 °C/15”, cuja motilidade foi zero. Na
avaliacdo da longevidade do sémen descongelado, FURST et al. (2005)
observaram que, independentemente do protocolo de descongelamento
75°C/7” e 37°C/30”, ndo houve diferenga (P >0,05) na motilidade

espermatica.

O descongelamento rapido (75 °C por 7”) de sémen equino € mais
benéfico ao espermatozoide do que o lento (37 °C por 30”) (COCHRAN et
al., 1984; SQUIRES et al., 1987), embora possa causar danos irreparaveis
ao espermatozoide, quando ultrapassar a temperatura e o tempo de
descongelamento (PAPA et al., 1998).
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2.9. Avaliacédo do sémen para congelamento

A motilidade e o vigor do sémen sdo 0s principais parametros
seminais avaliados rotineiramente. Porém, a estimativa visual da
percentagem de espermatozoides moveis e sua intensidade de
deslocamento € uma avaliagdo subjetiva. No Brasil, os critérios de avaliacao
de sémen equino para congelamento seguem os padrdes preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998). Sendo assim, uma
partida de sémen fresco, para ser aprovada para congelamento, deve
apresentar motilidade minima de 70% e vigor de aproximadamente 3 (0-5).

2.9.1. Avaliacdo do sémen descongelado

Os parametros minimos estabelecidos para o uso de sémen
descongelado na IA tém sido preconizados como sendo 35% de motilidade
total, imediatamente ap6s o descongelamento (WBFSH, 2009). Uma
avaliacdo do padrdo adotado para motilidade espermatica pos-
descongelamento em 19 centros especializados em congelamento de sémen
equino mostrou variagbes de 30 a 40% (dez centros); 35% (oito centros) e
40% (um centro) (SAMPER e MORRIS, 1998). No Brasil, o CBRA (1998)
preconiza, como parametros minimos para aprovacdo da partida de sémen
congelado, valores superiores a 30% para a motilidade total, vigor maior que
3 e no maximo de 40% de espermatozdides com defeitos totais.

2.9.2. Avaliacao da integridade da membrana plasmatica

Atualmente, muitas técnicas alternativas tém sido usadas para
predizer a capacidade fertilizante do espermatozoide e, assim, tracar
correlagdes com o teste de fertilidade. Estes testes visam avaliar algumas
caracteristicas fundamentais da célula espermatica, tais como: atividade
metabdlica para producéo de energia; enzimas localizadas no acrossoma; e

proteinas presentes na membrana plasmatica (AMANN e PICKETT, 1987).
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Dentre os testes que visam predizer com maior acuracia a capacidade
fertilizante do gameta masculino, podem ser citadas as técnicas que utilizam
sondas fluorescentes, corantes especificos, microscopia eletrénica ou
avaliacdo do comportamento do sémen diante das solucbes hiposmoticas,

dentre outros.

2.9.2.1. Teste de sondas fluorescentes

O diaceto de carboxifluoresceina e o iodeto de propidio sao
empregados para avaliagdo da integridade da membrana espermética. Esta
técnica esta baseada no principio de que o diaceto de carboxifluoresceina
sofre hidrolise dentro da célula por esterases inespecificas, transformando-
se em carboxifluoresceina livre, que fica retida no interior da célula com
membrana plasmatica integra, deixando a célula com coloracéo verde. Ja o
iodeto de propidio possui afinidade pelo DNA e a membrana integra €
permedvel a essa substancia. Assim, sua penetracdo na célula torna-se
possivel somente quando a membrana celular esta lesada e, quando isso
ocorre, essa sonda se liga ao DNA celular e o tingird de vermelho. Deste
modo, o espermatozéide com membrana plasmatica integra serd corado
integralmente de verde e o espermatozoide lesado vai se corar de vermelho
(ZUCCARI, 1998).

2.9.3. Teste de Termorresisténcia (TTR)

Os parametros avaliados no TTR sdo motilidade e vigor, com as
avaliacdes comecando no tempo zero. As demais avaliagbes do TTR séo
realizadas em periodos que variam de 90 a 240 minutos (CBRA, 1998;
ZUCCARI, 1998). Os resultados do TTR s&o influenciados por varios fatores,
como: o efeito do ejaculado, método de congelamento e efeitos do tempo de
incubacdo, sendo esta ultima a variavel mais importante para o sémen
equino (FURST, 2006).
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2.10. Inducéo da ovulagdo em éguas

Agentes indutores da ovulacdo tém sido largamente usados em
programas de inseminacédo artificial em equideos, seja com sémen fresco,
resfriado ou congelado. Porém, para maximizar a eficiéncia desses agentes
na inducdo da ovulagdo € preciso ter uma compreensdo clara da
fisiologia e da dinamica de crescimento folicular durante o
ciclo estral da égua. A duracdo do estro em éguas pode ser extremamente
variavel, mas a duracdo média € de 5 a 7 dias. O estro nas éguas é
caracterizado pela receptividade ao garanhdo, presenca de um foliculo
dominante, relaxamento da cérvice e edema uterino. Esses agentes séo
mais efetivos quando da presenca de um foliculo dominante com diametro
de aproximadamente 30-35 mm (DEALS e HUGHES, 1993; MILLER 2008;
SAMPER 2008).

De acordo com SAMPER (2008), as principais vantagens de ter uma
ovulacdo em tempo previsivel incluem: apenas uma inseminacao/cobertura
por ciclo no caso de garanhdes muito utilizados na estacdo de monta;
inseminacdes/coberturas programadas; reducdo na contaminacao uterina;
inseminacdes mais proximas a ovulacdo no caso do uso de sémen resfriado,
congelado ou de garanhBes com baixa fertilidade; sincronizacdo de éguas
doadoras e receptoras em programas de transferéncia de embrido; e
reducdo no trabalho e nos custos com veterinarios. Existem alguns produtos
disponiveis no mercado que sdo comumente usados na inducéo da ovulacéo
em éguas, como: gonadotropina coribnica humana (hCG), anélogos do

GnRH (deslorelina) e LH recombinante eqtino (rLH) (Tabela 1).

Tabela 1 — Agentes indutores da ovulagdo comumente usados em éguas.

Produto Dose e viade Intervalo tratamento-  Condi¢cdes
administracao ovulagao (horas)

hCG 1500-3300 Ul (IM ou V) 36 (12-48) Foliculo =2 30-35 mm e
edema uterino

rLH 800 pg (V) 36 (12-48) Foliculo = 30-35 mm e
edema uterino

Deslorelina 2,2 mg (implante SC) 38 (36-42) Foliculo = 30-35 mm e

(Ovuplant™) edema uterino

Deslorelina 1,5 mg (IM) 40-46 Foliculo = 30-35 mm

Injetavel

Fonte: Adaptado de SAMPER (2008).
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2.10.1. hCG

A hCG, um horménio peptideo placentario, estimula a fungéo luteal e
a manutencdo da gravidez em mulheres (McDONALD, 1988) e possui
propriedades similares as do LH. A dose de hCG recomendada para inducao
da ovulagdo varia entre 1500 a 4000 Ul administrados por via intramuscular
ou intravenosa (VOSS, 1993; MILLER, 2008; SAMPER, 2008; INTERVET,
2009). As ovulacbes podem ocorrer entre 12 a 48 horas apds a
administracdo da gonadotropina, porém, 75% se concentram na faixa de 24
a 48 horas apds aplicacdo (BARBACINI et al.,, 2000). MOREL e
NEWCOMBE (2008) conseguiram que 92,4% das éguas com um Uunico
foliculo dominante, e 77,2% com multiplos foliculos, ovulassem apés 48
horas da aplicacdo da gonadotrofina. SIEME et al. (2003), relataram que
391/401 éguas (97,5%), ovularam dentro de um periodo de 48 horas apoés
injecao intravenosa de 1500 Ul de hCG. Essa variagdo vai depender do

tamanho (maturacao) do foliculo no momento da ovulagéo.

2.11. Dose inseminante, local de deposi¢do, momento de inseminacao e
fertilidade do sémen congelado de eqlideos

Para obtencdo de boas taxas de fertilidade do sémen congelado,
semelhantes a monta natural, além do aperfeicoamento e da padronizacdo
de técnica de criopreservacao, outros fatores podem ser destacados, como:
a dose inseminante, o local de deposicdo do sémen e o momento da

inseminacao.

2.11.1. Dose inseminante

Segundo MILLER (2008), ndo existe uma dose inseminante padrao
para sémen congelado de equideos. A motilidade progressiva varia
significativamente entre garanhdes e, frequentemente, entre ejaculados.
Cada laboratorio apresenta seu método de congelamento, de modo que o

namero de espermatozoides por palheta, bem como o niumero de palhetas
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por dose inseminante, variam muito, ndo s6 pelo garanhdo, mas também
pela partida de sémen congelado. Numa tentativa de aumentar a
uniformidade entre os laboratorios, a World Breeding Federation for Sport
Horses, estabeleceu um padrdo minimo para uso de sémen congelado, onde
a dose inseminante deve ter, no minimo, 250x10° espermatozéides viaveis
por dose, com motilidade progressiva minima de 35% no péds-
descongelamento (WBFSH, 2009). Existe um grande interesse, tanto por
parte dos pesquisadores, como dos criadores, na reducdo do numero de
espermatozdides por dose inseminante. A maioria dos fatores que
influenciam esta demanda é de natureza comercial e incluem: aumentar o
namero de éguas inseminadas por ejaculado; otimizar a utilizacdo de sémen
congelado de garanhfes falecidos; reduzir a ocorréncia de endometrites;
utilizar garanh6es com sémen de baixa qualidade, e usar sémen sexado
(MILLER, 2008).

Trabalhando com equinos, LEIPOLD et al. (1998), estudaram a
influéncia no aumento na concentracdo espermatica por dose inseminante
de 320 milhdes para 800 milhdes de espermatozoides, com motilidade
progressiva pos-descongelamento, constatando que poderiam aumentar as
taxas de concepcao. SQUIRES et al. (1999) preconizam a utilizacdo de
quatro palhetas francesas de 0,5 mL de sémen com motilidade progressiva
de 40% no descongelamento e na concentracao final de 320 milhdes de
espermatozoides moveis por dose inseminante pds-descongelamento.
FURST (2006) comparou concentracdes de 150 e 300 milhdes de
espermatozoides viaveis e verificou taxas de gestacdo no primeiro ciclo de

51,6% (31 ciclos) e 54,7% (64 ciclos), respectivamente.

VIEIRA et al. (1985) inseminaram 20 éguas com sémen congelado de
jumento, utilizando uma dose de 250 milhdes de espermatozoides, e
encontraram 33% de fertilidade. ARRUDA et al. (1986), usando a mesma
concentracdo espermatica, inseminaram 16 éguas e obtiveram 44% de
gestacdo. TRIMECHE et al. (1998), utilizaram sémen congelado de jumento
com 600x 10° em jumentas Poitou, e alcancaram taxa de gestacéo da ordem
de 38%. PAPA et al. (1999), trabalhando com sémen de jumentos na dose
de 800x 10° obtiveram 66%de éguas gestantes. OLIVEIRA (2005)
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encontrou 40% de gestacdo em 10 éguas, utilizando dose inseminante de
800 milhdes de espermatozoides e zero por cento de gestacdo em 53
jumentas inseminadas com o mesmo numero de espermatozoides. Este
autor nao verificou beneficio quando depositou 0 sémen no corno ipsilateral
a ovulacdo. CANISSO (2008) usando doses de 300 x 10° de
espermatozodides viaveis, obteve fertilidade de 50% e 53,3% com o0s
diluidores de MARTIN et al. (1979) e de NAGASE E NIWA (1964)

modificado, respectivamente.

2.11.2. Local de deposicdo do sémen

O local de deposicdo do sémen € umas das principais ferramentas
para melhorias na fertilidade em programas de inseminacao artificial com
sémen congelado de equideos. A deposi¢cdo de sémen no corpo do utero é o
método convencional. Porém, nos dltimos anos, a inseminagéo artificial com
deposicdo do sémen no apice do corno uterino ipsilateral ao foliculo pré-
ovulatério ou a ovulagdo, proximo a juncéo Utero-tubérica, por meio de
pipeta flexivel guiada via cérvice e do corno uterino (FLEURY e CASSOLI,
1999), tem sido mais utilizada. Além disso, pode haver a reducdo da dose
inseminante e também utilizacdo de garanhdes subférteis (MILLER, 2008).
Esse método de inseminagédo tem a vantagem de ser relativamente barato,
utiliza material descartavel, muito eficaz e rapido, quando feito por um

médico veterinario experiente.

Outros métodos, como a inseminacao histeroscopica vem sendo
utilizados na tentativa de maximizar o uso de garanhdes subférteis ou com
baixa congelabilidade (MORRIS et al. 2000) ou, ainda, no caso de
garanhdes mortos em que se deseja coletar o sémen da cauda do
epididimo. Outra vantagem do uso desta técnica é o reduzido niamero de
espermatozéides por dose inseminante (5 x 10°. Porém, é uma técnica
muito laboriosa, que necessita de equipamentos e pessoal especializado

para a sua execucao.
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2.11.3. Momento da inseminacgao

O fator mais limitante do uso generalizado do sémen congelado em
programas de inseminacao artificial € o custo associado ao manejo intensivo
das éguas a serem inseminadas. Geralmente, o recomendado € que a
inseminacdo com sémen congelado seja realizada dentro de 12 horas antes,
ou até 6 horas apés a ovulacdo (LOOMIS, 2001; LOOMIS e SQUIRES,
2005).

O processo de congelamento/descongelamento causa danos aos
espermatozoéides, apresentando menor longevidade, talvez devido a
alteracbes na capacitacdo espermatica (WATSON, 2000); portanto, a
inseminacao artificial proxima ao momento da ovulacdo pode levar a

acréscimos na fertilidade do sémen congelado.

A inseminacgéo poés-ovulacdo € o método convencional de escolha no
uso de sémen congelado equino. Este é o principal método usado
atualmente quando a quantidade de sémen congelado é limitada ou de alto
custo, como sémen congelado de garanhdes falecidos ou importados de
outros paises (MILLER 2008). Porém, esse método exige o uso de controle
folicular a cada 6 horas até a deteccdo da ovulacao e posterior inseminacao.
Com isso, eleva-se o tempo gasto no controle folicular e os custos por égua
prenha. Como alternativa a esse impasse, pode-se utilizar inseminacdes pré-
ovulacéo, com indugéo da ovulacdo com uso de agentes indutores e controle
folicular a cada 12 horas. Este método de inseminacdo € uma alternativa
viavel qguando multiplas doses de sémen sao disponiveis e/ou ha limitacdes

ao numero de vezes em que uma égua pode ser examinada.

Muitos laboratérios de pesquisas analisaram taxas de prenhes em
éguas inseminadas pés-ovulacdo, pré-ovulagdo, ou em ambos os momentos
da ovulacdo. Dezenove, de vinte e um laboratorios, sugeriram inseminacoes
com 6 horas antes ou apos a ovulacdo (SAMPER e MORRIS, 1998). Porém,

a maioria desses trabalhos foi feita utilizando sémen de garanhdes.

Os resultados de fertilidade com inseminagbes pos-ovulagdo com
sémen congelado de jumento variam de 33% a 53% (VIEIRA et al., 1985;
ARRUDA et al., 1986; OLIVEIRA, 2005; CANISSO, 2008). Em quase todos
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os trabalhos encontrados, as inseminac¢des ocorreram poés-ovulacdo com
deposicdo do sémen no corpo do utero. TRIMECHE et al. (1998),
inseminando jumentas uma vez por dia, a partir da deteccdo de um foliculo
de 30 mm até a ovulacdo, obtiveram taxas de prenhes por volta de 38%.
OLIVEIRA (2005), inseminando jumentas antes e ap0s a ovulacdo, ndo
conseguiu nenhuma gestacdo. Esse mesmo autor inseminando éguas pos-
ovulacdo com deposicdo do sémen no corpo uterino obteve 40% de
gestacOes (4/10). VIDAMENT et al. (2008), inseminando jumentas e éguas,
24 e 48 horas antes da ovulagéo, com dose inseminante de 400 milhdes de
espermatozoides totais no corpo do Utero, obtiveram taxas de prenhes por

ciclo de 11% e 36%, respectivamente, para jumentas e éguas.

Em garanhdes, os indices de fertiidade encontrados com
inseminacdes, 6 a 8 horas pés-ovulagdo, variam de 39% a 71% (LOOMIS e
SQUIRES, 2005; FURST, 2006; FAYRER-HOSKEN et al., 2008; NIELSEN
et al., 2008).

BARBACINI et al. (2005) avaliaram diferentes protocolos de
inseminacdo com sémen equino congelado; ndo acharam diferenca na taxa
de prenhes entre éguas inseminadas, 24 e 40 horas apds a aplicacédo de
hCG (46%), e éguas inseminadas apenas uma vez apos a ovulacao (47%),
usando dose de 800 milhdes de espermatozéides totais. MORRIS et al.
(2003), utilizando apenas uma inseminacgdo, 32 horas apos tratamento com
hCG, no corpo do utero, obtiveram taxa de fertilidade de 67%.

METCALF (2005), acompanhando 312 ciclos, conseguiu taxas de
prenhes com inseminacgdes pés-ovulacdo de 47% (16/34). Quando as éguas
foram inseminadas com apenas uma dose inseminante antes da ovulacéao,
as taxas de prenhes foram de 72% (32/44). Nos demais 234 ciclos, as
inseminacdes foram realizadas antes e apos a ovulagéo e a taxa de prenhes
alcancada foi de 70% (164/234).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e periodo experimental

O experimento foi realizado em dois locais distintos. No Haras
Taruma, situado no municipio de Guaraciaba-MG, localizado a 20° 34' 15"
de latitude S 43° 00' 27" W Gr de longitude e altitude média 578 metros,
foram feitas as coletas, avaliacbes e congelamentos do sémen, além do
teste de fertilidade em éguas da raca Campolina. No Setor de
Equideocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vicosa, localizado no municipio de Vigosa-MG, regido da Zona da Mata,
situado a 20°45'20” de latitude S, 42°52’40” W Gr de longitude e altitude
média de 752 m, foi feito o teste de fertilidade em éguas mesticas Bretas. Os
congelamentos do sémen foram realizados nos meses de novembro e
dezembro de 2007 e o teste de fertilidade no periodo de dezembro de 2007

a marco de 2008.

3.2. Manejo dos animais

Um jumento da raca Péga de 5 anos de idade, feértil, conforme exame
androlégico e historico reprodutivo por monta natural, sémen fresco e

congelado, foi utilizado como doador de sémen. O reprodutor foi mantido em

24



baia individual recebendo volumoso a base de capim Elefante (Pennisetum
purpureum) picado (25 quilos) e dois quilos de concentrado comercial (12%
de proteina bruta e 2800 kcal/kg de energia digestivel). Sal mineral e agua
de boa qualidade foram fornecidos ad libidum. O jumento foi solto em

piquete, diariamente, por um periodo de duas horas.

Foram utilizadas 42 éguas (48 ciclos), 21 éguas mesticas Bretéds (27
ciclos), pertencentes ao setor de Equideocultura da UFV e 21 éguas da raca
Campolina (21 ciclos), pertencentes ao Haras Tarumd. Em ambos os
criatorios as éguas pertenciam a diferentes categorias reprodutivas (éguas
solteiras e potras), a idade variando de 4 a 20 anos e apresentaram bom

escore de condicao corporal.

No Setor de Equideocultura, as éguas foram manejadas sob
condicBes de pastagens nativas e semi cultivada de Melinis multifloras (cv
Gordura), com quantidade e qualidade variaveis. No Haras Taruma, as
éguas foram alimentadas sob condicbes de pastagens cultivadas de
Cynodon dactylon (cv Tifton 85), com qualidade e disponibilidade variaveis.
Tanto no Setor de Equideocultura quanto no Haras Taruma os animais tinha

acesso a agua de boa qualidade e sal mineral ad libidum.

3.3. Coleta e avaliacdo do sémen

Antes do inicio do experimento, coletas diarias de sémen por seis dias
foram realizadas com o objetivo de estabilizar as reservas espermaticas
extra gonadais. Para as coletas, foi utilizada, como manequim, uma égua em
estro natural ou induzido. Foi utilizada vagina artificial modelo Hannover,
devidamente preparada a temperatura interna em torno de 45°C, com copo
coletor protegido da luz solar e variagdo de temperatura. Dentro do copo
coletor havia um saco plastico para deposicdo do sémen e uma membrana
para filtragem do sémen e remocdo da fragdo gel. Para o congelamento,

utilizou-se sémen de treze ejaculados.

Para avaliacdo da motilidade progressiva (%) e do vigor (escala de 0

a 5), uma aliquota de 10 uL de sémen foi depositada em lamina de vidro,
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previamente aquecida a 37°C e avaliada em microscépio Optico, com
aumento de 200 vezes. As avaliacdes do sémen foram feitas pelo sistema
de “duplo-cego”, onde duas pessoas avaliaram a motilidade e o vigor
espermatico; a avaliacdo final foi a média das avaliacbes dos dois

examinadores.

Para avaliacdo da morfologia espermatica, uma aliquota de 50 puL de
sémen foi diluida em 5 mL de solucdo formol-salino (HANCOCK, 1957),
previamente aquecido, e armazenada para posterior analise. Para analise
das anormalidades espermaticas, uma aliquota de 10 pL desta solucéo foi
depositada em lamina de vidro pré-aquecida a 37°C e a avaliacdo foi feita
em microscopia optica de contraste de fase no aumento de 1.000 vezes,
onde foram contadas 200 células para determinacdo do porcentual de
espermatozdides normais e anormais. As anormalidades espermaticas

foram classificadas segundo BLOM (1973).

3.4. Centrifugacao, diluicdo e envase

Os diluidores para centrifugacdo e de congelamento foram mantidos
em banho-maria a 37°C. Para centrifugacdo, foi utilizado o meio de minima
contaminagcdo (KENNEY et al., 1975) (Tabela 2) e, para o congelamento, o
diluidor lactose-EDTA-gema de ovo preconizado por MARTIN et al. (1979)
(Tabela 3). Apés as avaliagbes, o sémen foi diluido em meio para
centrifugacéo, na propor¢ao de 1:1, e centrifugado a 650 x g, por 15 minutos.

Tabela 2 — Composicéo do meio diluidor para centrifugacao:

Reagentes Quantidade
Leite em pd desnatado (Molico Nestle) 249
Glicose monohidratada 49¢g
Penicilina G potassica 1.000.000 UI
Agua bidestilada e deionizada (qsp) 1000mL

Fonte: KENNEY et al. (1975).
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Tabela 3 — Composicéo do diluidor de congelamento:

Solucéo 1:

Reagentes Quantidade
D (+) glicose monohidratada 6,000 g
Citrato de sédio 0,375¢
EDTA (etileno diaminotetraacetatodissédico) 0,370 g
Bicarbonato de sédio 0,125¢g
Penicilina G (sédica ou potassica) 100,000 UI
Sulfato de estreptomicina 0,100 g
H,O bidestilada deionizada (g.s.p.) 100 mL
mOsml/Kg 409
Fonte: MARTIN et al. (1979).

Reagentes Quantidade
Solugéo de lactose a 11% 50,0 mL
Solugéo 1 25,0 mL
Gema de ovo 20,0 mL
Orvus-es-paste 0,8 mL
Glicerol 5,0 mL

Fonte: MARTIN et al. (1979).

ApoOs a centrifugacéo e a retirada do plasma seminal, os pellets foram
ressuspendidos com diluidor de congelamento que tinha sido retirado do
banho-maria e mantido a temperatura ambiente. A concentracado
espermatica foi determinada apds a centrifugacdo, com o uso de camara
Neubauer, diluindo-se 50 uL de sémen diluido em 5 mL de solucédo de

formol-salino tamponada.

O volume do diluidor acrescentado foi o suficiente para obtencdo de
concentracdo total de 200 milh6es de espermatozoide por mL. Apls a
diluicdo final, foi retirada aliquota de 10 pL para avaliacdo da motilidade
progressiva e vigor espermatico do sémen. O envase foi feito em palhetas
de polietileno de 0,5 mL, previamente identificadas com o nome do jumento,

diluidor utilizado e data da partida.

3.5. Resfriamento do sémen

O resfriamento do sémen foi realizado com base no protocolo
proposto por FURST et al. (2005), onde as palhetas com o sémen diluido no

meio de congelagdo foram colocadas em um tubo de ensaio com
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capacidade de 20 mL, em temperatura ambiente. Em seguida, o tubo de
ensaio foi revestido por um saco plastico e inserido dentro de um recipiente
de plastico contendo 120 mL de alcool absoluto. O recipiente foi colocado na
posicdo horizontal dentro de uma geladeira de 280 L, com temperatura
interna de 4-5 °C, de forma a produzir taxa média de resfriamento de -0,5 °C
por minuto em um tempo de resfriamento de 35 minutos. Em seguida, o
sémen foi mantido por mais 25 minutos a temperatura de 4-5° C. Apés o
periodo de resfriamento, uma palheta foi aquecida a 37°C em banho-maria e
o sémen foi depositado em um tubo tipo eppendorf, sendo retirada uma

aliquota de 10 pL para a avaliagcdo da motilidade e do vigor.

3.6. Congelamento

O congelamento foi realizado utilizando-se uma caixa de isopor com
40 cm de comprimento x 32 cm de altura x 20 cm de largura, e colocando-se
as palhetas na posicdo vertical sobre um suporte de aco inoxidavel,
suspenso por isopor, a 4 cm acima do nivel do nitrogénio liquido (Figura 1).
O tempo de congelamento foi de 15 minutos em vapor de nitrogénio liquido.
Apoés esse periodo, as palhetas foram imersas no nitrogénio. Em seguida,
foram colocadas em raques devidamente identificadas, e armazenadas em

botijdo com nitrogénio liquido, para posterior analise e inseminacoes.

iTh

— Suporte de aco inoxidavel para palhetas de 4 cm de altura.
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3.7. Descongelamento

O sémen foi descongelado em banho-maria, a 37°C, permanecendo a

esta temperatura até o momento da inseminacao artificial.

3.8. Avaliagdo do sémen descongelado

Para avaliacdo da motilidade progressiva e do vigor, apés o
descongelamento, o sémen foi depositado em um tubo tipo eppendorf,
mantido em banho-maria a 37°C e uma aliquota de 10 pL foi retirada para

avaliacdo, também realizada pelo sistema de “duplo-cego”.

3.9. Testes complementares

3.9.1. Teste de termorresisténcia (TTR)

A longevidade dos espermatozéides congelados/descongelados foi
avaliada por meio do teste de termorresisténcia (TTR). Apdés o
descongelamento, o sémen foi transferido para tubos tipo eppendorfs e
incubado em banho-maria a 37°C, durante 90 minutos. A motilidade e o
vigor espermaético foram avaliados nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos apds o
descongelamento. Ainda, no tempo 0, foram retiradas aliquotas de 10 pL
para avaliacdo da percentagem de espermatozoides reativos ao teste de

fluorescéncia.

3.9.2. Teste de sondas fluorescentes

A execucdo desse teste seguiu o estabelecido por HARRISON &
VICKERS (1990) e modificado por ZUCCARI (1998). Uma palheta de cada
partida de sémen foi descongelada e depositada em um tubo tipo eppendorf
e, deste, uma amostra de 10 pL foi retirada e diluida em outro eppendorf,

previamente identificado e preparado com 40 pL da solugcédo de trabalho
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(Tabela 5), produzida a partir da solugéo estoque (Tabela 4). Em uma sala
escura, o tubo tipo eppendorf, contendo a mistura anteriormente citada, foi
homogenizada e, em seguida, uma aliquota de 10 pL foi depositada entre
lamina e laminula para exame em microscopia de epifluorescéncia. Para
avaliagdo das membranas plasmatica e acrossomal, foram contadas 100
células, que foram classificadas de acordo com a coloracdo que
apresentavam, e consideradas em trés categorias para a interpretacdo dos
achados:

integras: espermatozéides com membrana plasmatica integra. Células
coradas pelo diacetato de carboxifluoresceina, apresentando-se verde em
toda sua extensao.

Lesadas: espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal
lesadas. Células coradas pelo iodeto de propidio, apresentando-se
vermelhas.

Semi-lesadas: espermatozéide com membrana plasmatica lesada e
acrossomal integra. Células coradas pelo diaceto de carboxifluoresceina na
regido do acrossomo e nucleo corado pelo iodeto de propidio, apresentando

acrossoma verde e nucleo vermelho.

Tabela 4 — Solucao de estoque para utilizacdo na técnica de fluorescéncia para
avaliacdo da integridade da membrana plasmatica do espermatozéide.

~ Quantid
Solucéo Componentes ade
- lodeto de Propidio 10 mg
Estoque lodeto de Propidio Solucio Fisiologica 20 mL
Estoque diacetato de Diacetato de carboxifluoresceina 9,2 mg
carboxifluoresceina Dimetilsulféxido 20 mL
. Formalina 40% 1mL
Estoque de Formaldeido Solucéo Fisiolégica 79 mL
. L Citrato de Sddio 39
Estoque de Citrato de Sédio Solucao Fisiologica 100 mL

Tabela 5 — Solucdo de trabalho para coloracdo fluorescente para avaliacdo da
integridade da membrana plasméatica do espermatozoide.

Solucao Volume
Solucgéo de citrato de sddio 3% 0,96 mL
Solucéo de formaldeido 10 uL
Solucgéo de lodeto de Propidio 10 uL
Solugao de carboxifluoresceina 20 pL
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3.10. Controle folicular e inseminacéo artificial

Para facilitar o manejo e concentrar as inseminacfes, as éguas
tiveram o estro sincronizado com utilizacdo de analogos da Prostaglandina
F2alfa por via intramuscular. As éguas foram rufiadas a cada dois dias e,
aquelas em estro, ou que apresentaram foliculo maior que 25 mm de
diametro, foram controladas diariamente, até a deteccdo de um foliculo de
35-40 mm, por meio de palpacao retal. Apds a deteccao do foliculo de 35-40
mm as éguas foram distribuidas em dois grupos. T1 (n=25): controle folicular
realizado a intervalos de 6 horas e inseminacdes apos a ovulagdo; T2
(n=23): aplicacdo de 2000 Ul de hCG (Vetecor®) por via intramuscular e
controle folicular a intervalos de 12 horas. As inseminacdes foram realizadas
24 horas ap6s a aplicagcdo do hCG, repetidas 24 horas depois, caso a
ovulacdo ndo ocorresse até 48h apds a aplicacao da gonadotropina.

As éguas a inseminar foram conduzidas ao tronco de contencédo e
Seu preparo consistia em suspensao da cauda, retirada das fezes da ampola
retal e limpeza da regido do perineo com agua e sabao neutro; em seguida,
essa regiao era secada com papel toalha. Neste momento, procedeu-se 0
descongelamento das palhetas de sémen a 37°C. As inseminacdes foram
feitas no apice do corno uterino ipsilateral a ovulacdo ou do foliculo pré-
ovulatério, na dose de 300 milhdes de espermatozéides viaveis. Para tal, foi
utilizada pipeta flexivel (Minitub) de 75 cm, com auxilio de haste metélica
especifica para IA em equinos com palheta de 0,5 mL. O célculo do niumero
de palhetas utilizadas foi feito em funcdo da motilidade progressiva das

partidas do sémen previamente avaliadas na fase de congelamento.

3.11. Diagnéstico de gestacéao

O diagnostico de gestacéo foi realizado aos 13, 25 e aos 35 dias apos
a ovulacdo. Aos 13 dias foram feitos por meio de aparelho de ultra-
sonografia (ALOKA® SSD 500, Japao) utilizando transdutor linear trans-retal

de 5 MHz e, aos 25 e 35 dias, pela palpacgéao retal.
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3.12. Anélises estatisticas

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa SAEG 9,1
(Sistema de Analises Genéticas e Estatistica — UFV) (SAEG -UFV, 2007)

Foram consideradas para analise descritiva (média e desvios-padrao)
das variaveis: motilidade, vigor, patologia.

Foi testada a correlacdo simples de Pearson entre as variaveis
motilidade progressiva no pos-descongelamento e porcentagem de
espermatozodides integros no teste de sondas fluorescentes.

As variaveis diametro folicular inicial, de tempo até a ovulagéo, de
diametro do foliculo pré-ovulatorio, de taxa de crescimento folicular diaria e
de perdas embrionarias foram submetidas a analise de variancia por ANOVA

e as médias comparadas pelo teste F com 5% de probabilidade de erro.

Os dados de porcentagem de fertilidade foram avaliados pelo teste do

qui-quadrado ao nivel de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas e avaliagcbes seminais

A motilidade progressiva, vigor e patologia esperméticas do sémen
fresco sdo semelhantes aos encontrados por HENRY et al. (1987), ARRUDA
et al. (1989), GEBERS (1995), CANISSO (2008) (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6 — Valores médios e desvios-padrao das caracteristicas do sémen fresco
de jumento da raca Péga.

Motilidade Def. Def.

Ne Volume Progressiva Vigor (0- maiores menores Normais
Partidas (mL) %) 5) (%) (%) (%)
35,53+ 3,61+ 86,25 +
13 17.79 83,07 + 3,83 0.36 7,33+3,74 6,411,772 439

Tabela 7 — Valores médios e desvios-padrdo das patologias espermaticas das
partidas do sémen fresco de jumento da Raga Péga.

Patologias Médias Desvio padrao
GPR 0,41 0,51
CDO 6,75 3,72

Pl 0,08 0,28
CDGD 0,08 0,28
DEL 0,08 0,28
INOR 0,83 1,26
ABAX 5,50 1,62
NORMAIS 86,25 4,39
TOTAL 100

Patologias espermaticas: GPR= gota proximal; CDO= cauda dobrada; Pl= peca intermediéria;
CDGD=cauda dobrada com gota distal; DEL= delgado na base; INOR= cabeca isolada normal;
ABAX= abaxial.
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Os valores encontrados estdao dentro dos padrbes seminais
desejaveis preconizados pelo CBRA (1998) (motilidade minima de 70%,
vigor minimo de 3, e 30% de espermatozoéides normais), para que o sémen

possa ser submetido ao processo de congelamento.

Os tempos transcorridos nos procedimentos laboratoriais para a
criopreservacdo do sémen de equideos estdo descritos na Tabela 8. Os
valores de motilidade progressiva e vigor do sémen fresco, poés-
centrifugacéo, pos-resfriamento e descongelado estdo apresentados nas
Figuras 2 e 3, respectivamente. Esses resultados sdo proximos aos
descritos por CANISSO (2008) que trabalhou em condi¢cdes semelhantes as

do presente estudo.

Tabela 8 — Tempo médio (minutos) transcorrido entre a coleta e os procedimentos
de congelamento de sémen de jumento da Racga Péga.

Ne Partidas Coleta ao inicio da Fim da Centrifugagéo ao Inicio do
B Centrifugacado (min) Resfriamento (min)
13 6,07 + 2,17 37,61 + 9,26
90
83,07 + 3,83
80 iy

\.w, 49
70

\l%el +3,79
60

s .

\4-1,92 +8,30
40

Motilidade progressiva (%)

30 T T T
Fresco Pos-centrifugacéo Pos-resfriamento Descongelado

Etapas

Figura 2 — Motilidade progressiva (%) média do sémen fresco, pés-centrifugacéo,
pés-resfriamento e descongelado do sémen de jumento da Raca Péga.

A motilidade progressiva no sémen resfriado teve redugédo de 7% em
relacdo ao sémen fresco, demonstrando que os procedimentos realizados,

provavelmente, foram capazes de proteger a célula espermatica na faixa de
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choque térmico pelo frio preconizado para o espermatozéide de garanhdes
(KAYSER et al., 1992).

w
\l

.%i 0,36

w
ol

o~

w
w

\-%i 0,25

\ 2,84 £0,24

Vigor Espermaético
w
[

2,9
\.\.2,73 +0,33
2,7
2,5 T T T
Fresco Po6s-centrifugagéo Po6s-resfriamento Descongelado
Etapas

Figura 3 — Vigor espermatico médio (0-5) do sémen fresco, pos-centrifugagéo, pos-
resfriamento e descongelado do sémen de jumento da Raga Péga.

Os valores encontrados para motilidade progressiva e vigor
esperméatico, no presente estudo, foram similares aos encontrados na
literatura (SILVA et al., 1997; ARRUDA et al. 1986 e 1989; OLIVEIRA, 2005
e CANISSO, 2008) que relataram valores proximos a 40% de motilidade
progressiva para sémen asinino descongelado. Entretanto, PAPA et al.
(1999) verificaram valores de motilidade progressiva superiores a 50%
quando utilizaram M9H (Merck+Gema+Kenney e meio de cultura celular

BME), associado ao glicerol para congelar sémen de asininos.

O processo de criopreservacdo ocasiona reducdo da viabilidade
espermatica. Porém, a metodologia usada no experimento foi capaz de
minimizar as lesdes causadas durante o processamento. ISso mostra que 0s
procedimentos precedentes, como diluicdo inicial (meio de Kenney),
centrifugacdo (600g/15 minutos), resuspensdo no meio diluidor de
congelamento, envase (palheta 0,5 mL), resfriamento (35 minutos,
0,5°C/minuto), estabilizacdo (25 minutos) associado ao dispositivo
desenvolvido por FURST et al. (2005) e congelamento (15 minutos, - 60
°C/minuto), foram eficazes para criopreservacdo de espermatozéides de

jumento, uma vez que este decréscimo foi considerado baixo, do mesmo
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modo como foi registrado por CANISSO (2008), que utilizou metodologia
idéntica.

Os valores encontrados para motilidade progressiva, vigor
espermatico e dose inseminante, no presente estudo, estiveram dentro dos

limites considerados normais para sémen congelado/descongelado de
garanhdes, de acordo com as sugestdes propostas pelo CBRA (1998).

Nas Figuras 4 e 5 estdo representadas a longevidade (motilidade
espermatica progressiva e vigor espermatico) dos espermatozoides no pos-
descongelamento e nos tempos 30, 60 e 90 minutos do TTR. Foi observada
gueda gradativa e lenta da motilidade progressiva (Figura 4). As mudancas
no transporte ativo e na permeabilidade da membrana plasmatica da regido
da cauda dos espermatozéides podem ser 0s responsaveis pela queda da
motilidade progressiva. Existem outros fatores que podem contribuir para
reducdo da motilidade espermética, tais como, alteracdo na energia
disponivel ou os danos causados a elementos do axonema, podendo
resultar em baixa motilidade, porém, sem alto indice de lesdo a membrana
plasmatica (WATSON, 2000).

36,88 + 6,51 35,0 + 7,07

33,75+ 5,17

30,0 + 7,07

Motilidade progressiva
N
o

0 min 30 min 60 min 90 min

Tempo (minutos)

Figura 4 — Motilidade progressiva (%) do sémen descongelado nos diferentes
tempos do teste de termoresisténcia (TTR).
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2,56 £ 0,32 2,5+ 0,27 2,5+ 0,27 2,5+0,27

Vigor espermatico
P
(63}
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Tempo (minutos)

Figura 5 — Vigor espermatico (0-5) do sémen descongelado nos diferentes tempos
do teste de termoresisténcia (TTR).

Os valores de longevidade do sémen (motilidade e vigor) aos 90
minutos do TTR, relatados no presente estudo, encontram-se préximos aos
de FURST (2006) e superiores aos encontrados por ZUCCARI (1998);
ambos os autores trabalharam com sémen equino congelado com o diluidor
de MARTIN et al. (1979). Com base nos achados do presente experimento
para os valores de motilidade e vigor espermatico médio no TTR, pode-se

inferir gue o metabolismo energético foi provavelmente preservado.

Os resultados da integridade de membrana plasmatica pela
fluorescéncia (iodeto de propidio e diaceto de carboxifluoresceina) estédo

apresentadaos na Figura 6.
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Figura 6 — Porcentagem de espermatozoéides lesados, semi-lesados e intactos no
teste de fluorescéncia do sémen descongelado.
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OLIVEIRA (2005) relatou porcentagem de espermatozéides integros
de 38,9 + 11,2 e 42,1 £ 9,4 para sémen de jumento criopreservado em
macrotubos de 2,5 mL e palhetas de 0,5 mL, respectivamente, valores esses
préximos para os percentuais de células méveis, 37,6 + 9,1 e 40,5 + 7,9. J4
os resultados do presente experimento ndo apontam correlacdo (P>0,05)
entre essas variaveis. Para a motilidade pdés-descongelacdo de 36,87% o
namero de espermatozéides integros e lesados (lesados + semilesados) foi
de 24,87 e 76,25, respectivamente. Esses corroboram os de ZUCCARI
(1998) que relatou para sémen equino motilidade pos-descongelamento de
40%, o numero de espermatozéides integros e lesados de 21 e 79,

respectivamente.

O espermatozéide é submetido a um estresse térmico intenso durante
a congelacéo e, por isso, se espera um baixo percentual de células integras
no descongelamento. Uma das possiveis causas de lesdo da membrana
plasmatica, talvez, seja o efeito toxico do glicerol ao espermatozoide do
jumento (VIDAMENT, 2008).

4.2. Caracteristicas foliculares

O diametro folicular inicial, intervalo (horas) da avaliacdo do diametro
inicial até a ovulacdo e diametro do foliculo pré-ovulatério estdo expostas na
Tabela 9. O diametro inicial médio foi de aproximadamente 33,10 mm. O
diametro do foliculo pré-ovulatério foi semelhante (P>0,05) entre os animais
dos tratamentos sem hCG e com hCG. Esses valores estdo dentro dos
valores considerados normais por DAELS e HUGHES (1993) (30 a 60 mm);
sao similares aos relatados por SILVA FILHO et al. (1998), por VALLE et al.
(2000 a,b) e por CARVALHO et al. (2001) que trabalharam com éguas

mesticas e sem indutores da ovulacao.
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Tabela 9 — Valores médios de diametro (mm) folicular inicial, de tempo (horas) até a
ovulacdo e de didametro (mm) do foliculo pré-ovulatério de animais
tratados sem e com hCG.

Diadmetro . ~ . . .
. o Tempo até a ovulacéo Didmetro foliculo pré-
Tratamento folicular inicial ‘o
(horas) ovulatorio (mm)
(mm)
sem hCG 33,33+4,.2 64,25 + 29,42° 41,5+ 6,26
com hCG 32,96 + 2,47 48,03+ 9,29° 41,3+ 4,16
Médias 33,10 + 3,19 54,11 + 20,72 41,37 + 4,98

2P valores com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna séo diferente (P<0,05), pelo teste F.

GASTAL et al. (2006) relataram que o diametro do foliculo pré-
ovulatorio foi menor para os grupos de animais tratados com 2500 e 1500 Ul
de hCG (38,3 £ 0,2 mm e 39,1 £ 0,4 mm), quando comparados ao grupo nao
tratado (44,9 + 0,4 mm). Esses autores concluiram que o tratamento com
hCG exerce efeito depressivo no crescimento folicular 24 horas apés a sua

aplicacao, reduzindo o diametro do foliculo pré-ovulatorio.

O tempo de crescimento do foliculo de 33 mm até a ovulacgéao,
apresentou diferenca (P<0,05) entre os animais dos tratamentos sendo de
48,03 h para o grupo tratado com hCG (Tabela 9). Esses resultados estao
de acordo com os resultados da literatura (VOSS, 1993; BARBACINI et al.,
2000; SIEME et al., 2003; GASTAL et al. (2006); INTERVET, 2008; MILLER,
2008; MOREL e NEWCOMBE, 2008; SAMPER, 2008), que citam ovulacdes
ocorrendo até 48 horas apos a aplicacdo do hCG, a partir de foliculos com

tamanho variando de 30 a 35 mm.

As taxas de crescimento folicular didria da deteccdo do estro a
ovulacdo, da deteccdo de um foliculo de 33 mm a ovulagéo (Tabelas 10 e
11) e do tempo de crescimento do foliculo dominante da deteccao do estro a
ovulacdo (Tabela 10) foram semelhantes entre 0os animais dos tratamentos
(P>0,05). O tempo de crescimento do foliculo de 33 mm a ovulacao foi
menor (P<0,05) para o tratamento com hCG. A eficacia da utilizagdo do hCG
na inducdo da ovulacdo, foi comprovada nesse experimento, podendo ser
uma medida viavel na redugdo dos custos com mao de obra veterinaria

especializada.
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Tabela 10 — Tempo (dias) e taxa de crescimento folicular diaria (mm/dia) da
deteccao do estro a ovulacdo de animais tratados ou ndo com hCG.

Tratamento Tempo inicio do estro a Taxa de crescimento folicular
ovulacao (dias) diaria (mm/dia)
sem hCG 3,98 + 1,99 3,52+1,76
com hCG 3,29+1,49 4,07 + 2,36
Médias 3,55+,171 3,87 £ 2,15

N&o houve diferenga (P>0,05) entre tratamentos pelo teste F.

Tabela 11 — Tempo (dias) e taxa de crescimento folicular diaria (mm/dia) do foliculo
de 33 mm a ovulagéo de animais tratados ou nao com hCG.

Tratamento Tempo até a ovulacao (dias) Taxa de crescimento folicular
diaria (mm/dia)
sem hCG 2,67+1,22° 3,42+21
com hCG 2,00+ 0,38° 4,39 + 2,94
Médias 2,25+ 0,86 4,03 £ 2,67

2P valores com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna séo diferente (P<0,05), pelo teste F.

Nas condi¢cbes do presente estudo, o uso de hCG nao interferiu na
taxa de crescimento folicular diario, bem como no didmetro do foliculo pré-
ovulatorio. Todavia, a dose de 2000 Ul da gonadotrofina foi eficaz para

inducéo da ovulacéo das éguas.

4.3. Fertilidade

O congelamento de sémen reduz a taxa de fertilidade quando
comparado ao sémen fresco (KLOPPE et al., 1988). A reducéo na fertilidade
estd relacionada com danos e alteracdes funcionais induzidos pelo
congelamento e descongelamento, principalmente, nas membranas
espermaticas (PARKS e GRAHAM, 1992).

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

feminino, quando proveniente de sémen congelado.
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As taxas de gestacdo aos 13 dias foram de 40% (10/25), para as
inseminacdes realizadas pos-ovulacdo (tratamento 1), e de 26% (6/23) para
as inseminacoes feitas pré-ovulacdo (tratamento 2). Nao foram encontradas
diferencas (P>0,05) nas taxas de gestacdo entre os dois momentos de

inseminacao (Tabela 12).

Tabela 12 — Taxa de gestacdo aos 13 dias apds ovulagdo de éguas inseminadas
pré ou pdés ovulacdo usando sémen congelado/descongelado de
jumento da Raga Péga.

T1 - Pés-ovulacao T2 - Pré-ovulacao
N° de IA’s Gestantes N° de IA’s Gestantes
N° de ciclos 25 10 23 6
Total 40% 26%

Nao houve diferenga (P>0,05) entre tratamentos pelo teste do Qui-quadrado.

A maioria dos testes de fertilidade com sémen congelado de jumentos
utilizou esquemas de inseminacdo poés-ovulacdo. VIEIRA et al. (1985)
inseminaram 20 éguas com sémen congelado de jumento (250 milhGes de
espermatozodides viaveis) e encontraram 33% de fertilidade. ARRUDA et al.
(1986), usando a mesma concentracdo espermatica, inseminaram 16 éguas
e obtiveram 44% de gestacdo. PAPA et al. (1999), trabalhando com sémen
de jumentos na dose de 800 x 10° de espermatozdides viaveis, obtiveram
66% de éguas gestantes. OLIVEIRA (2005) encontrou 40% de gestacdo em
10 éguas inseminadas no corpo do Utero, utilizando dose inseminante de
800 milhdes de espermatozdides. CANISSO (2008), usando doses de 300 x
10° de espermatozéides viaveis, obteve fertilidade de 50% e 53,3% com 0s
diluidores de MARTIN et al. (1979) e de NAGASE e NIWA (1964)
modificado, respectivamente. Entretanto, este autor, trabalhando em
condicbes semelhantes, encontrou altas taxas de perdas embrionarias em
éguas inseminadas com diluidor de MARTIN et al. (1979). Estas taxas foram
de 6,67% (1/15 gestacdes) e 78,57% (11/14 gestacdes) para os diagnosticos
realizados entre 13 para 25 e 25 para 35 dias, respectivamente. Estes
resultados contrastam com os obtidos no presente experimento (Tabela 13),
em que foram encontradas taxas de perdas embrionarias similares entre os

dois tratamentos (P>0,05), sendo de 4% e de 11% entre 13 e 25 dias, para
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os tratamentos 1 e 2, respectivamente. Nao foram observadas mortes

embrionarias entre os 25 e os 35 dias.

Tabela 13 — Taxa de prenhes aos 13, 25 e 35 dias de éguas inseminadas apés pré
e pos ovulagdo, usando sémen congelado de jumento da Raca Péga.

Nimero de gestagoes

Momento IA

13 dias 25 dias 35 dias
Pés-ovulacao 40% (10/25) 36% (9/25) 36% (9/25)
Pré-ovulacdo 26% (6/23) 17% (4/23) 17% (4/23)

Nao houve diferenga (P>0,05) entre tratamentos pelo teste F.

Os resultados alcangcados com inseminagbes pds-ovulagado
encontram-se préximos aos encontrados na literatura, mostrando que o uso
do diluidor de MARTIN et al. (1979) na dose inseminante de 300 milhdes de

espermatozoides viaveis, é satisfatorio para sémen de jumentos.

Poucos séo os dados encontrados sobre a inseminagéo artificial de
éguas antes da ovulacao, usando sémen congelado de jumentos. Em quase
todos os trabalhos encontrados na literatura, as inseminacdes ocorreram
pés-ovulacdo com deposicao do sémen no corpo do utero. TRIMECHE et al.
(1998) inseminaram jumentas uma vez por dia, a partir da detecgdo de um
foliculo de 30 mm até a ovulacdo, e obtiveram taxa de prenhes de 38%.
OLIVEIRA (2005), inseminando jumentas antes e apdés a ovulacdo, nao
obteve nenhuma gestacdo. Esse mesmo autor, inseminando éguas pos-
ovulacdo com deposicdo do sémen no corpo uterino, obteve 40% de
gestacdes (4/10). VIDAMENT et al. (2008), inseminando jumentas e éguas
24 e 48 horas antes da ovulacdo, com dose inseminante de 400 milhdes de
espermatozoides totais no corpo do utero, obtiveram taxas de prenhes por
ciclo de estral 11% e 36%, jumentas e éguas, respectivamente. Todos esses
resultados sdo superiores aos obtidos no presente experimento. Sendo
assim, faz-se necessario uma comparacdo com esquemas de inseminacéo

para sémen congelado eqino.

A hCG tem sido usada com agente indutor da ovulagdo em programas
de inseminacéo artificial em tempo fixo, permitindo a reducdo no manejo das

as eguas e levando a obtencdo de resultados de fertilidade satisfatorios
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(METCALF, 2007). BARBACINI et al. (2005) avaliaram diferentes protocolos
de inseminagdo com sémen equino congelado, e ndo encontraram diferenca
na taxa de prenhes de éguas inseminadas 24 e 40 horas apds a aplicacao
de hCG (46%) e éguas inseminadas apenas uma vez ap0s a ovulacéo

(47%), usando dose de 800 milhdes de espermatozodides totais.

MORRIS et al. (2003) utilizando apenas uma inseminacdo no corpo
do utero, 32 horas apdés tratamento com hCG, obtiveram taxa de fertilidade
de 67%. Segundo VIDAMENT et al. (1997) e VIDAMENT (2005), a fertilidade
aumenta quando éguas sao inseminadas duas vezes, a intervalos de 24
horas até a ovulagédo, quando comparados a apenas uma inseminacao pre-

ovulacéo.

Os resultados obtidos no presente experimento sdo inferiores aos
citados com sémen eqlino congelado. Porém, sao superiores aos obtidos
por ALIEV (1981) citado por SILVA FILHO et al. (1998) e por SATURNINO et
al. (2002) que, inseminando éguas com sémen eqlino congelado de
garanhdes, 37-48 horas antes da ovulacdo, obtiveram uma taxa de

concepcao de 20%.

No tratamento 2, somente quatro das 23 inseminacdes artificiais
foram feitas antes e apos a ovulacao, e resultaram em apenas uma prenhes
aos 13 dias. Os resultados aqui apresentados sédo inferiores (25% e 26,3%)
aos obtidos por METCALF (2005), que conseguiu taxas de prenhes de 72%
(32/44) e 70% (164/234) com inseminacfes pré-ovulacdo e pré e poés-
ovulacdo, respectivamente. Esses resultados mostram que, tanto
inseminacdes pré, quanto pré e pods-ovulacdo, apresentam indices de

fertilidade similares entre si.

O intervalo de 20:16 horas da inseminacédo a ovulacéo, no tratamento
2 (Tabela 14), pode ter sido longo demais para a manutencgéo da viabilidade
do espermatozoide asinino. Isto poderia explicar a pior taxa de gestacao
obtida nas inseminag¢fes pré-ovulacdo (26%), em relacdo aos estudos
citados anteriormente. Nesse esquema de inseminacgao, os espermatozoéides
deveriam permanecer viaveis por um periodo de aproximadamente 20 horas.
Porém, SIEME et al. (2003) e LOOMIS e SQUIRES (2005) evidenciaram
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maior fertilidade quando as inseminac¢des, com sémen equino congelado,
foram realizadas até 12 horas antes da ovulacdo. Portanto, a utilizagdo de
esquemas com inseminacgdes realizadas 32 a 36 horas apos a inducéo da
ovulacdo com hCG, poderiam ser alternativa para diminuir o intervalo da

inseminacao a ovulagéo.

Tabela 14 — Intervalos médios (horas) do ultimo controle folicular a inseminacao, no
sistema po6s-ovulagdo, e da Ultima inseminagdo a ovulagdo, no
sistema pré-ovulagao.

Tratamento: pés-ovulacao - ultimo Tratamento: pré-ovulacdo - ultima
controle a inseminacédo (horas) inseminacdo a ovulacédo (horas)
6:35 20:16

Nas inseminacfes pds-ovulacdo, a viabilidade do ovdcito é a mais
importante para a ocorréncia da fecundacdo, e sua viabilidade no trato
genital € de 8 a 12 horas (HUNTER, 1990; DANTAS, 1995). Assim, no
tratamento pds-ovulacao, as inseminacdes se concentraram em uma faixa
de tempo em que o ovoécito da égua estava viavel (aproximadamente 6 horas
e 35 minutos) (Tabela 14). Isso explica os resultados satisfatérios do sémen
congelado nesse esquema de inseminacéao (40%), quando comparados aos
valores obtidos nos demais trabalhos (33% a 53%) que utilizaram esquemas
de inseminacédo pds-ovulacao, com sémen congelado de jumento (VIEIRA et
al., 1985; ARRUDA et al., 1986; OLIVEIRA, 2005; CANISSO, 2008).
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5. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos pode-se chegar as seguintes conclusoes:

1) O tempo total de até 90 minutos para o TTR (37°C) foi satisfatorio

para avaliar o sémen descongelado de jumentos.

2) Os parametros fisicos do sémen criopreservado e os resultados de
fertilidade obtidos com esta metodologia de congelamento e com o
diluidor de MARTIN et al. (1979) se mostraram satisfatérios para

criopreservacao de sémen de jumentos da raca Péga.

3) O uso de inseminacdes de éguas apo6s a ovulacdo, com dose de 300
x 10° de espermatozéides viaveis, resultou em indice de fertilidade

satisfatorio.

4) Ambos os momentos de inseminacdo (antes e apdés a ovulacdo)
podem ser utilizados em éguas inseminadas com sémen asinino

congelado.
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