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RESUMO

OLIVEIRA, Renan Reis de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho
de 2014. Caracteristicas reprodutivas de garanhdes da racga
Mangalarga Marchador em diferentes faixas etarias. Orientador:
Giovanni Ribeiro de Carvalho. Coorientadores: José Domingos
Guimaraes e Ciro Alexandre Alves Torres.

A Associagao de Criadores da raga Mangalarga Machador € a maior da
America Latina, no entanto, pouco se sabe a respeitos dos aspectos
reprodutivos de seus garanhbes. Objetivou-se avaliar algumas
caracteristicas reprodutivas de garanhbées da raga Mangalarga
Marchador, dentre elas: comportamento pré cépula, biometria testicular e
das glandulas acessoérias, parametros seminais, resisténcia ao
refrigeramento e congelamento; assim como verificar efeito de diferentes
faixas etarias nestas caracteristicas. Experimento 1: 110 garanhdes
tiveram caracteristicas comportamentais (tempo de reagado, tempo de
laténcia, tempo de monta, duracio total da colheita e numero de reflexos
de flehmen) analisadas durante procedimento de duas colheitas de
sémen (C1 e C2) intervaladas de uma hora. Os animais foram agrupados
nas seguintes faixas etarias: G1: 2-3 anos, G2: 4-6 anos, G3: 7-14 anos e
G4: mais de 15 anos. O tempo médio de C1 foi de 162 s. e de C2 de
171,9 s. Nao foi observado diferencas nas caracteristicas
comportamentais para as diferentes faixas etarias. Experimento 2: 101
garanhdes tiveram aferidas medidas relativas: a biometria testicular
(comprimento, largura e altura dos testiculos direito e esquerdo, e largura
testicular total), as glandulas acessoérias (bulbo uretral, préstata e
vesicular) e ampolas do ducto deferente. As médias do largura escrotal
total de G1 (88,7 mm) foram inferiores a G2 (94,5 mm) e as de G2
inferiores a de G3 (104,1 mm) e G4 (108,6 mm) (P<0,05) que foram iguais
(P>0,05). Foi observado efeito de idade para as mensuragdes de algumas

glandulas acessorias, como, bulbo uretrais, largura do lobo prostatico e

XV



altura de ampola do ducto deferente (P<0,05) dentre as faixas etarias
analisadas. Observou-se incidéncia de hidrocele testicular e torcao
testicular em 10 e 12%, respectivamente, dos animais avaliados.
Experimento 3: 107 garanhdes foram submetidos a duas colheitas de
sémen com intervalo de uma hora para avaliagdo dos seguintes
parametros: volume de gel, volume sem gel, motilidade total, motilidade
progressiva, vigor, concentracdo, numero total de espermatozoides,
defeitos morfologicos e numero total de espermatozoides moveis e
normais (TSMN). O TSMN no ejaculado apresentou efeito das diferentes
faixas etarias para C1, G1 (2,8 bilhdes), G2 (3,6 bilhdes) apresentaram
valores inferiores a G3 (5,4 bilhdes) (P<0,05). Nao houve diferenga entre
G4 (2,7 bilhdes) e os demais grupos (P>0,05). Experimento 4: 94
garanhdes tiveram o sémen colheitado e processado pra refrigeramento
(R12 — 15 °C/12 horas e R24 — 5 °C/24 horas) e congelamento (duas
colheitas com intervalo de uma hora: C1 e C2). O sémen refrigerado foi
avaliado quanto aos parametros fisicos (analise subjetiva: MT- motilidade
total, MP - motilidade progressiva e vigor) e integridade da membrana
plasmatica (IMP). O sémen congelado foi submetido a avaliagao
computadorizada do movimento espermatico. Nao foi observado efeito
das diferentes faixas etarias para os parametros avaliados (P>0,05). Em
R12 (n=71) e R24 (n=77) obteve-se MT, MP, vigor e IMP valores médios
de: 64,4%, 56,1%, 3,2, 70,4%, 59,3%, 52,5%, 2,8 e 67,2%,
respectivamente. Ainda, 89% (R12) e 87% (R24) dos animais
apresentaram acima de 35% de MP apds respectivos periodos de
refrigeramento. C1 (n=89) e C2 (n=78) apresentaram valores médios de
MT, MP e VAP para C1 e C2, respectivamente de: 60,9, 43,8, 77,6, 61,4,
445 e 79,1. Dos 94 animais avaliados 73% apresentaram motilidade
progressiva superior a 35%. Os parametros reprodutivos de garanhdes da
ragca Mangalarga Marchador encontram-se dentro dos parametros
descritos para espécie, sendo observados alguns efeitos de idade para
estes parametros. A resisténcia ao refrigeramento e congelamento se
mostraram satisfatoérias podendo tais ferramentas serem aplicadas na

rotina de profissionais que trabalham com esta raca.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Renan Reis de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2014. Relationship between reproductive characteristics and age of
Mangalarga Marchador breed stallions. Adviser: Giovanni Ribeiro de
Carvalho. Co-advisers: José Domingos Guimarédes and Ciro Alexandre
Alves Torres.

The Breeders Association of Mangalarga Machador race is the largest in
Latin America; however, the reproductive characteristics are not complete
known for stallions of different ages. The aim was to evaluate the main
reproductive characteristics of Mangalarga Marchador stallions as follows:
pre-breeding behavior, testicular biometry, characteristics of accessory
glands, seminal quality and semen resistance to cooling and freezing.
Experiment 1: 110 stallions were evaluated to measure the reproductive
behavior (time to react, latency time, breeding time, duration of semen
collection and number of Flehmen reflex) during two consecutive semen
collections (C1 and C2) with one hour-interval. The stallions were grouped
according to four age intervals: G1: 2-3 years old, G2: 4-6 years, G3: 7-14
years, and G4: older than 15 years. The averaged time for semen
collection was 162 sec for C1 and 171.9 sec for C2. No difference was
detected for reproductive behavior characteristics among the four age
categories. Experiment 2: testicular biometry was evaluated in 101
stallions. The averaged scrotal diameter was reduced in G1 stallions (88.7
mm) compared to G2 (94.5 mm), and was also reduced in G2 stallions
compared to G3 (104.1 mm) and G4 (108.6 mm; P<0.05). An age effect
was also observed for some accessory glands. During testicular
evaluation was detected hydrocele and testicular rotation in 10 and 12 %
of stallions, respectively. Experiment 3: two consecutives semen
collections were done in 107 stallions to evaluate the semen
characteristics (volume with and without gel, total motility, progressive

motility, vigor, sperm concentration, total number of sperm, morphologic
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alterations, and total number of motile and normal sperm (TMNS). The
TMNS was affected by the age categories in C1; TMNS was lower in the
G1 (2.8 billions) and G2 stallions (3.6 billions) than in the G3 (5.4 billions).
Experiment 4: semen collections of 94 stallions were used for evaluation
of semen resistance to cooling in two different temperatures (15°C/12
hours, R12 ; and 5°C/24 hours, R24) and to freezing. Cooled semen was
evaluated by a subjective analysis to measure the total (TM) and
progressive motility (MP) and vigor of sperm. The plasma membrane
integrity (PMI) was also evaluated by the supravital test. Frozen-thawed
semen was submitted to a computerized analysis to evaluated motility
parameters. No difference was detected among the stallions’ age
categories (P>0.05). The averaged TM, PM, vigor and PMI| were
respectively: 64.4%, 56.1%, 3.2 and 70.4% for R12 (n=71), and 59.3%,
52.5%, 2.8 and 67.2% for R24 (n=77). The PM was superior to 35% in
89% after cooling to 15°C/12 hours (R12). For the frozen-thawed semen,
the averaged values of TM, PM and VAP were respectively: 60.9%, 43.8%
and 77.6 um/sec in C1 (n=89), and 61.4%, 44.5% and 79.1 um/sec in C2
(n=78). The PM was superior to 35% in 73% frozen-thawed semen. In
conclusion, the reproductive characteristics of stallions of Mangalarga
Marchador breed are compatible in the normal breeding behavior and
semen quality aspects reported for horses. Stallion’s age may affect some
characteristics. The high percentage of stallions with high resistance of
semen to cooling and freezing procedures indicates that these techniques
may be useful in large scale in the routine and among breeders of

Mangalarga Marchador breed.
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INTRODUGAO

Segundo dados da FAOSTAT - Food and Agriculture Organization
of the United Nations (2012) o Brasil possui o quarto maior rebanho
equino do mundo. Por muito tempo no Brasil, a equideocultura foi
negligenciada como um importante componente dentro da impactante
cadeia do agronegécio nacional. No ano de 2010, a Confederagao de
Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA) fez um levantamento de bastante
repercussao que vem gerando maiores reflexdes a respeito da
importancia da equideocultura dentro dos mais variados aspectos
(sociais, econémicos e culturais) no Brasil.

O setor equino gera aproximadamente 642 mil empregos diretos e
2,6 milhdes de empregos indiretos. Boa parte destes empregos interfere
no importante aspecto social de manutencdo de familias no ambiente
rural. Com uma movimentagdo financeira de R$ 7,5 bilhdes ao ano,
numeros de exportagdo de carne (mais de US$ 34 milhdes em 2005) que
superam produtos amplamente divulgados, como, a cachaca e o café
torrado, a equideocultura nacional vem demonstrando sua importancia
econdmica (CNA, 2010). As exposicoes, feiras, cavalgadas, competicdes
equestres dentre outros ressaltam o contexto cultural do cavalo no Brasil.
Cada regiao com sua peculiaridade em relagdo aos eventos equestres,
mas de norte a sul do pais cavalos sao estimados e fazem parte da
histéria e das diferentes manifestagdes culturais e do lazer dos brasileiros.

Neste contexto se insere o cavalo da raca Mangalarga Marcador.
Pertencente a maior associacdo de criadores de cavalos da América
Latina (ABCCMM, 2010) o cavalo Mangalarga Marchador vem se
expandindo no Brasil e ao redor do mundo. Segundo dados da
Associacao Brasileira dos Criadores de Cavalo Mangalarga Marchador
(ABCCMM, 2014) a raca conta com mais de 490.000 individuos

registrados, acima de 8700 sécios ativos que colocam a ragca como a



terceira maior do mundo. No exterior existem 105 sécios, presentes nos
seguintes paises: Estados Unidos, Alemanha, Bélgica, Holanda, Portugal,
Canada, Israel, Peru e Uruguai.

O cavalo da raga Mangalarga Marchador possui sua origem no
cruzamento de um garanhao da raga Alter, trazido a Minas Gerais por D.
Jodo VI, com égua nativas (provavel origem da Peninsula Ibérica). Os
animais provenientes deste cruzamento deram origem a individuos que
apresentavam grande aptidao de sela, com o andamento caracteristico da
raca que é a marcha (ABCCMM, 1991). A movimentagao caracteristica,
boa indole e beleza morfolégica sdo algumas das caracteristicas que
fazem da raca Mangalarga Marchador a raga brasileira de maior impacto.

No universo de criacdo de cavalos a reproducao € um dos pilares
que norteiam o desenvolvimento genético. Dentro da reprodugdo os
garanhdes sado pega chave. Segundo dados da ABCCMM, na raga
Mangalarga Marchador um garanhdo chega a produzir mais de 150
descendentes em uma unica estacdo de monta. A fim de alcancar
tamanha produtividade é indispensavel uma boa saude reprodutiva.

A avaliagcédo da saude reprodutiva de garanhdes envolve uma série
de etapas nas quais sao avaliados: o comportamento sexual, os érgaos
genitais e alguns aspectos seminais (dentre os varios aspectos, caso haja
interesse do criador no transporte de sémen, deve-se incluir a resisténcia
ao armazenamento espermatico - refrigeramento e congelamento).
Algumas destas caracteristicas podem ser influenciadas pela raga do
garanhao. Conhecer os parametros clinicos reprodutivos das diferentes
racas se mostra importante na identificacdo de individuos com alto e
baixo potencial reprodutivo, assim como, podem nortear decisdes
importantes como a forma mais adequada de se trabalhar com o
garanhao (sémen fresco e/ou refrigerado e/ou congelado).

Ao longo de décadas uma série de levantamentos (Hendrikse,
1966; Dowsett & Pattie, 1982; Voss et al., 1982; Dowsett & Pattie, 1987;
Dowsett & Knott; 1996; Kavac, 2004) foram realizados buscando
descrever os parametros reprodutivos dos garanhdes das mais diferentes

racas. Em estudo isolado descrevendo alguns parametros seminais de



animais da raga Mangalarga Marchador, Vale (1976) avaliou
caracteristicas seminais de 16 garanhdes em 121 ejaculados.
Objetivou-se avaliar alguns aspectos reprodutivos de garanhdes da
raca Mangalarga Marchador, dentre eles: comportamento sexual pré
copula, biometria testicular e mensuragdées das glandulas acessoérias e
ampolas do ducto deferente, paradmetros seminais, resisténcia ao

refrigeramento e resisténcia ao congelamento do sémen.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Comportamento reprodutivo de garanhodes:

Na avaliagcdo do potencial reprodutivo de garanhdes uma etapa
relevante é a avaliagdo do comportamento durante a cépula/coleta de
sémen dos animais. Uma série de fatores pode levar a uma variagéo no
comportamento normal de garanhdes durante o cortejo e cépula
(McDonnell, 1992), podendo tais alteragcbes comprometer o potencial
reprodutivo destes individuos.

Varios levantamentos foram realizados a respeito do
comportamento reprodutivo de garanhbes em sistemas extensivos de
criacao (Bristol, 1982; Feist, 1976; McDonnell, 1986; McDonnell, 2000;
Tarouco et al., 2009). No entanto, a maior parte dos garanhdes
domesticados sao mantidos em regime de monta controlada ou colheita
de sémen. Comparado ao comportamento de garanhdes mantidos em
sistemas extensivos, agrupados em haréns, o comportamento da maior
parte dos animais domesticados se restringe as interagdes pré copula.

Segundo McDonnell (2009) o comportamento normal de um
garanhdo domesticado ap6s aproximagao de uma égua em estro pode
incluir: vocalizagao, investigagao olfatéria e tatil, e reflexo de flehmen. A
maior parte dos animais apresenta erecdo em até 2 minutos e realizam a
monta 5-10 segundos apds erecdo. Desta forma, os garanhdes
normalmente ejaculam apds a primeira monta, tendo uma duracéao total

do cortejo e copula que varia de 2-5 minutos.



Ao avaliar o comportamento de garanhdes da raga Arabe, Najjar et
al. (2010) relataram maiores valores médios no numero de montas (1,6 ;
1,2), tempo de preparagdo para colheita (107 s.; 89 s.) e tempo de
colheita (136 s.; 117 s.) para garanhdes com menos de 15 anos de idade,
quando comparado com os de mais de 15 anos (P<0.05). Outro relevante
aspecto relatado foi o efeito do maior numero de montas e maior duragao
da colheita na redugao da fertilidade, maior niumero de espermatozoides
mortos e menor motilidade do sémen fresco destes garanhdes.

Sieme et al. (2002) observaram que caracteristicas como volume
de sémen, concentragao espermatica e longevidade dos espermatozoides
foram influenciadas pelo maior numero de montas. Garanhdes que
necessitavam de 3-6 montas para colher o sémen, apesar de nao
apresentarem uma menor motilidade logo apds a colheita, apresentaram
menor resisténcia ao refrigeramento por 24 horas a 5 °C.

Avaliando 10 garanhdes de ragas leves, Thomson et al. (1977) ao
realizar colheitas de sémen em dois diferentes protocolos (duas colheitas
com intervalo de uma hora ou duas colheitas com intervalo de 24 horas)
relataram menor tempo médio de reagao para segunda colheita quando
do intervalo de 1 hora entre as duas colheitas (1 Hr- 131 s ; 24 Hr- 301 s).
O numero médio de montas para segunda colheita de sémen também foi
reduzido quando as duas colheitas foram realizadas com intervalo de uma
hora (1 Hr- 1,2; 24 Hr- 1,7). Segundo os autores tais variacdes sao
devidas ao estimulo remanescente em fungao da maior proximidade entre
as colheitas realizas com intervalo de 1 hora. Tal observacdo corrobora
citagdes de Pickett et al. (1970) que relataram um menor tempo de reagao
para segunda colheita quando comparada com a primeira realizada em
intervalo de uma hora.

Ao avaliar o comportamento de garanhdes da raga lusitana ao
longo do ano, Robaldo Silva et al. (2007), ndo observaram variagdes entre
as estagdes do ano nas seguintes caracteristicas: tempo até erecao,
intervalo até ejaculagdo, numero de montas e duracéo da colheita.

Outra expressao comportamental durante a cépula é o reflexo de
flehmen. Acredita-se que tal reflexo facilite o movimento de fluidos pelo

orgao vébmeronasal (6rgao olfatério localizado no septo nasal). Tal fato



parece facilitar a captagdo dos feroménios secretados na urina da égua
em estro (Lindsay & Burton, 1983). Em média, antes de realizar a monta,
um garanh&o realiza 2 reflexos de flehmen, podendo variar de 0 a 10
(McDonnell, 1986).

2.2- Biometria testicular em equinos

A biometria testicular tem sido ao longo dos anos objeto de estudo
de varios autores por representar um bom parametro para predicao do
potencial reprodutivo de machos em diversas espécies domésticas de
exploragdo comercial, como: equinos (Canisso et al., 2008), bovinos (Viu
et al., 2006), caprinos (Campos et al., 2003) e ovinos (Souza et al., 2007).

Em machos equinos adultos, além do potencial produtivo, a
producdo espermatica diaria também pode ser estimada a partir da
avaliagao das caracteristicas testiculares, que compreendem o volume e
simetria deste 6rgao (Gregory, 2012). Contudo, varios sao os fatores
capazes de interferir na largura escrotal, como: raga, tamanho, idade,
estacdo do ano e estes devem ser levados em consideragdao ao se
realizar o exame.

Em bovinos, dentre os parametros testiculares, o perimetro escrotal
tem sido utilizado com elevada frequéncia para predizer fertilidade, pois
além de possuir herdabilidade média/alta existem evidéncias da
existéncia de correlagao positiva com o potencial reprodutivo dos machos
(Coulter et al., 1976; Pimentel et al., 2010). Contudo, em equinos, devido
a disposicao horizontal dos testiculos no escroto, a avaliagdo do
perimetro escrotal ndo € realizada. Diante disso, nestes animais as
medidas utilizadas sdo a largura escrotal total e as medidas biométricas

de cada testiculo (Varner et al., 1991).

2.2.1-Peso testicular:

Especificamente na espécie equina, alguns estudos trazem
informacdes inerentes as medidas e peso testiculares de garanhdes
adultos (Johnson et al., 1994; Parlevliet et al., 1994; Blanchard et al.,



2001). Entretanto, estudos relativos a garanhdes jovens ainda sao
bastante escassos.

Segundo Aurich (2005), respeitando os limites de cada raca e
tamanho do garanhao adulto, cada testiculo pesa aproximadamente entre
150 a 400 g. No entanto, as variagbes entre ragas sao muito
pronunciadas podendo variar 70-80 g entre animais de mesma idade (3
anos), porém de racgas diferentes (Blanchard et al., 2001). Foi encontrada
uma variacéo de 103 g na raca Quarto de Milha de animais com 2 anos
de idade (Naden et al., 1990) e na raca Crioula com idade média de 48

meses o peso testicular médio foi de 162,9 g (Figuerd, 2010).

2.2.2- Avaliagéo testicular:

Previamente a mensuragao das medidas escrotais, alguns padrdes
testiculares devem ser observados indicando a normalidade ou
anormalidade deste 6rgao, que poderao refletir diretamente na fertilidade
do garanhé&o.

Segundo Brinsko et al. (2011), padrdées de normalidade estédo
associados a uma pele do escroto fina e elastica e o mesmo deve possuir
um prolongamento do funiculo espermatico bem delimitado. Além disso, o
escroto e seu conteudo devem ser normalmente pendulosos (exceto
durante o frio, em razao da contragao da tunica dartos) e ocasionalmente
podem ser atraidos para proximo ao corpo, devido a contragéo voluntaria
do musculo cremaster em resposta ao estimulo da palpacédo. Ainda
segundo este autor, ambos os testiculos e epididimos anexos devem
estar simétricos e livremente mdéveis dentro da bolsa escrotal. Os
testiculos devem ser ovais, textura consistente e devem ser palpados em
sua totalidade, orientados pelo epididimo. Além disso, deve possuir um
eixo posicionado horizontalmente no escroto, podendo assumir um
posicionamento mais vertical quando estiverem contraidos. Ja o tamanho,
a textura e a posicdo de cada testiculo devem ser determinados para
elaboragcdo de um exame completo e pode variar de acordo com uma
série de fatores apresentados a seguir.

O tamanho testicular € um parametro importante na determinacao

do potencial reprodutivo do garanhdo. Assim como ocorre em outros



animais domésticos, dentre eles bovinos e caninos, o valor médio da
medida dos testiculos para cada raca € variavel. Em trabalho pioneiro,
realizado por Thompson et al. (1979), definiu-se alguns valores médios
para largura escrotal de equinos sumarizados na tabela abaixo (Tabela
01):

Tabela 01 — Médias + desvio padrdo da largura escrotal total de cada testiculo de
garanhdes de idade entre 2 a 16 anos. Adaptado de Thompson et al (1979).

Idade LTT LTD LTE

2 a 3 anos 9,6 £0,8cm 55+0,5cm 5,3+0,5cm
4 a 6 anos 10,0+ 0,7 cm 57+0,4cm 55+0,5cm
> 7 anos 10,9+ 0,7 cm 6,1 +0,4cm 6,0 +0,5cm

LTT: Largura testiculo total; LTD: Largura testiculo direito; LTE: Largura testiculo

esquerdo.

Em animais férteis que atingiram a puberdade com
aproximadamente 4 anos, relatou-se que estes possuiam testiculos com
4,5a6 cmde largura, 5 a 6,5 cm de altura e 8,5 a 11 cm de comprimento,
enquanto a largura escrotal total permanecia entre 9,5 a 11,5 cm
(Thompson et al. 1979).

A consisténcia dos testiculos é outra caracteristica que pode ser
analisada. Tal caracteristica passa informagdes a respeito da
funcionalidade dos testiculos, desta forma, consisténcia anormal (flacido,
rigido ou irregular) pode estar associada a producao insuficiente de
espermatozoides (Pickett et al., 1987; Pickett, 1993).

O exame ultrassonografico dos testiculos pode ser realizado
sempre que se observem alteragdes na consisténcia testicular ou nos
parametros normais do ejaculado. Através deste exame podem ser
evidenciadas anormalidades relacionadas a uma série de fatores, como:
criptorquidismo, epididimite, granuloma espermatico, torsées no cordao
espermatico, varicocele, neoplasia testicular, hidrocele e hérnias inguinais
(Rantanen & Mckinnon, 1998). Mais recentemente a técnica de
ultrassonografia associada ao Doppler colorido vem sendo trabalhada em
garanhdes para aprimoramento do diagndstico de alteragbes vasculares
nos testiculos (Pozor & McDonnell, 2003).

Assim, se por um lado o ato de aferir as medidas testiculares pode

ser considerado um procedimento laborioso, por outro, implica na



avaliacao criteriosa de lesdes e padrdes testiculares que por ora poderiam
nao ser observados se nao fosse realizado tal teste.

A medida biométrica mais utilizada e discutida na avaliacdo dos
testiculos e escroto de garanhdes tem sido a largura escrotal total (LET).
Em funcado das caracteristicas anatdmicas de garanhdes (posicionamento
dos testiculos), a capacidade de contragao testicular e ao temperamento
nem sempre passivel de um contato mais préximo, tém levado a
avaliacdo da largura escrotal total em equinos ser mais difundida na rotina
de veterinarios que outras avaliagées biométricas. Thompson et al. (1979)
encontraram coeficiente de correlagao entre a largura escrotal total e peso
do parénquima testicular (r=0,83) e entre a largura escrotal total e
producdo espermatica diaria (r=0,75) que reforcam a ampla utilizagéao
desta medida, principalmente naqueles casos onde nao sao observadas
grande assimetria testicular.

Ao se trabalhar com a largura escrotal total foi verificado que
garanhdes em idade adulta apresentando LET inferior a 8 cm néo
possuiam espermiograma dentro dos padrdes considerados satisfatérios,
devido ao baixo potencial para producado espermatica diaria (Love et al.
1990; Pickett et al., 1993). Além disso, a largura dos testiculos foi
moderadamente correlacionada com parametros de qualidade seminal
(Blanchard et al. 2001). Existem evidéncias que as medidas
consideradas normais do volume testicular para garanhdes de grande
porte séo ligeiramente superiores as de pdneis (Metcalf et al. 1997).

Apesar da possibiidade de serem mensurados por
ultrassonografia, os testiculos geralmente sdo mensurados por
paquimetros especificos, similares a compassos, tornando a técnica mais
rapida e pratica. Assim, a partir da obtencao dos valores da largura (L),
altura (H) e comprimento (C) & possivel estimar o valor do volume cada

testiculo, utilizando a seguinte equacgao:

Volume Testicular (VT cm®) = 0,523 (Lx H x C)

A partir da soma do volume dos dois testiculos € possivel obter o

valor do volume testicular total. O volume testicular € um parametro que



pode ser utilizado com intuito de comparacdo com médias estabelecidas
para cavalos da mesma idade e raca.

O volume testicular total também serve para determinacdo de um
indice, denominado de liberagao diaria esperada de espermatozoides
(Daily Sperm Output - DSO), na qual € capaz de predizer a eficiéncia
espermatogenica do animal, importante indicador para detecgéo de algum
tipo de disfuncdo que leve a um baixo numero de espermatozoides
viaveis (Brinsko et al., 2011). Este indice elaborado por Love et al. (1990)

€ calculado através da formula:

Produgdo DSO (x10°) = (Volume testicular total (VT) x 0.024) -
0.76

Assim podemos definir que a produgao espermatica diaria,
resultante do numero total de espermatozoides produzidos pelos
testiculos diariamente é altamente dependente da quantidade de tubulos
seminiferos funcionais. Tal quantidade sofre reflexo direto do tamanho
dos testiculos. Deste modo, medidas testiculares de garanhdes podem
ser utilizadas para estimar a produgdao espermatica e identificar
garanhdes de maior ou menor potencial reprodutivo (Squires & Pickett,
2011).

Tal parametro pode ser facilmente utilizado na rotina e

acompanhamento de garanhdes nos diferentes criatorios.

2.2.3- Fatores que influenciam no tamanho dos testiculos:

O tamanho testicular varia entre garanhées dependendo, sobretudo
da raga a qual pertencem, tamanho, idade, estagdo do ano e estado
reprodutivo. Sabe-se que o tamanho testicular estd altamente
correlacionado ao peso do parénquima deste 6rgao que por sua vez estao
intimamente associados com a produgcdo de espermatozodides/dia
(Chenier, 2007).

Dentre os fatores relacionados ao desenvolvimento testicular
podemos citar o fator nutricional. A ineficiéncia nutricional pode afetar

significativamente o desenvolvimento dos testiculos. Aurich et al. (2005)



demonstraram que potros alimentados com aproximadamente 50% das
exigéncias nutricionais acabaram apresentando testiculos menores
quando adultos, e por conseguinte estes garanhdes apresentaram uma
produgcdo espermatica menor e de pior qualidade que os garanhdes
alimentados adequadamente.

A sazonalidade é um fator que parece interferir diretamente no
volume testicular, sobretudo em equinos. Em estudo utilizando cavalos
lusitanos, realizado durante a primavera, verdo, outono e inverno,
demonstrou-se que existem diferengas sazonais significativas no volume
testicular e na producdo de espermatozoides ao longo destes meses
(Silva et al., 2007). Neste estudo foi demonstrado que o volume testicular
médio foi maximo na primavera (234,0 + 15,8 cm®) reduzindo até o outono
(168,6 + 10,0 cm®) e voltando a aumentar novamente no inverno (190,8 +
8,8 cm?). A partir disso foi estabelecida uma correlacdo positiva entre o
volume testicular e a producdo total de espermatozoides. Embora os
menores volumes tenham sido registrados no outono, a produ¢gdo minima
de espermatozoides ocorreu durante o inverno. A partir disso, o autor
definiu que a dimensao dos testiculos e a producao de espermatozoides
sao diretamente influenciadas pelas estacdes do ano. Estes achados
estdo de acordo com as descricbes de Clay et al. (1987), na qual foi
notado uma sincronia perfeita entre o aumento de duragao no fotoperiodo
diario e na largura escrotal total, associada diretamente na produgao
espermatica destes animais.

O tamanho testicular parece estar associado ndo somente ao
tamanho do animal, mas também a atividade sexual do garanhdo, como
demonstrado por Manso Filho et al. (2000) em garanhdes da racga
Campolina. Segundo este autor a intensidade do uso dos animais deve
ser levada em conta para determinagao real do tamanho testicular dos
animais. Esta associacdo esta ligada fundamentalmente a elevagao da
producdo dos niveis de prolactina e GnRH (Horménio Liberador de
Gonadotrofinas) que parecem interferir no tamanho dos testiculos de
equinos.

Outro fator que parece interferir no tamanho dos testiculos dos

garanhdes sao aplicagdes de esteroide anabdlicos (Squires et al. 1982;
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Pickett et al. 1989). Tal fato pode ser ilustrado pelo trabalho deste ultimo,
que ao administrar injegcdes diarias e consecutivas de propionato de
testosterona (200ug/kg) detectou que ao longo dos 88 dias houve uma
reducdo do tamanho testicular, determinado pela redugcdo da largura
escrotal total. Além disso, foi possivel notar uma diminuicédo de 50% nos
niveis de LH do grupo dos animais tratados em relagéo ao grupo controle,
além do que as caracteristicas seminais foram agudamente afetadas em
animais tratados (Pickett et al. 1989). Diante disso, apesar de
demonstrado no mesmo estudo que a supressao do uso da testosterona
poder levar a recuperagdo nos indices normais de espermatogénese,
tratamentos por longos intervalos de tempo e altas doses pode afetar
irreversivelmente a espermatogénese de garanhdes.

Em relacdo a variacdo individual, notou-se que existe uma
assimetria no desenvolvimento testicular de garanhdes. Tal fato é
comprovado pela constatacdo do desenvolvimento mais precoce do
testiculo do lado esquerdo, que além de apresentar maior volume e maior
peso permanecera maior por toda vida reprodutiva do garanhao, na qual
apresentara o testiculo direito com 95% do tamanho do testiculo esquerdo
ja na idade adulta (Klug, 1982). Contrariando estes achados, estudos
posteriores nao verificaram diferengas significativas entre os testiculos
direito e esquerdo, para medidas de biometria testicular entre garanhdes
com idade média de 34 meses (Parlevliet et al. 1994). Corroborando tal
fato, em estudo na raga Quarto de Milha nado foi encontrado diferengas
entre medidas e pesos entre os testiculos direito e esquerdo (Naden et al.
1990).

Apesar de existirem poucos trabalhos disponiveis na literatura
ressaltando o efeito da raga, sabe-se que existe um efeito consideravel
deste fator no tamanho do testiculo de garanhdes. Avaliando a média da
largura do escroto de animais das ragas Quarto de Milha, Puro Sangue
Inglés, Arabica, Apaaloosa e Paint Horse foram encontrados valores
médios de 106, 111, 107, 103 e 102 mm, respectivamente (Pickett et al.
1987).
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2.2.4- Relacéo entre idade do animal e tamanho testicular:

Dentre os inumeros fatores citados e explicados anteriormente, a
puberdade e idade do animal sdo um dos fatores mais importantes e
determinantes para alteragdo do tamanho testicular. Baseando-se na
fisiologia da espermatogénese de garanhdes, Blanchard et al. (2001)
estabeleceram que o inicio da puberdade de equinos tem se mostrado
mais relacionado com o tamanho dos testiculo dos animais do que com a
propria idade dos mesmos.

Em um estudo desenvolvido por Tompson et al. (1979), utilizando
48 garanhdes com idade entre dois e 16 anos demonstraram que o
tamanho testicular € altamente afetado pela idade do animal, sendo o
testiculos dos garanhdes com idade igual ou superior a sete anos maiores
que dos animais mais jovens, como demonstrado anteriormente na
Tabela 01. No trabalho destes autores, a partir de um coeficiente de
correlagao para tal analise foi possivel concluir que aproximadamente
40% da variacdo de tamanho do testiculo podem ser explicadas pela
idade. Apesar de a largura escrotal ter sido correlacionada
significativamente com o peso corporal, quando o peso e a idade foram
considerados em conjunto, apenas a idade representou um fator
significativo de variagdo. Diante disso ele concluiu que para uma mesma
idade, a largura escrotal foi independente do peso corporal.

Fazendo uma analise cronologica do desenvolvimento dos
testiculos de garanhdes pode-se observar um aumento acentuado desde
ao nascimento até o 10° més de vida, seguido de um discreto aumento do
11° ao 16° més de idade e apdés o 17° més o crescimento passa ser
bastante acelerado (Nishikawa, 1959). Segundo Roser (2000) o
crescimento e desenvolvimento testicular ndo ocorrem apenas até o
animal atingir a puberdade (12-18 meses). Tal crescimento geralmente se
arrastar ao longo dos anos e cessa apenas quando o animal atinge 4 a 5
anos de idade. Embora existam variacbes entre diferentes autores,
estima-se que o valor aproximado da largura escrotal em garanhdes na
puberdade seja de 7,7 cm (Naden et al., 1990). Mesmo assim, pode

existir uma grande variacdo no peso e tamanho dos testiculos dos
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animais apos a puberdade, que pode ser influenciada pelos diversos
fatores supracitados (Amann, 2011).

Portanto, considera-se que a avaliacdo da biometria testicular
serve como ferramenta eficiente para estimativa do potencial reprodutivo
dos animais nado so6 por refletir a capacidade produtiva como
indiretamente a qualidade seminal. Para uma avaliacdo adequada das
caracteristicas testiculares deve ser considerado o treinamento do técnico
para identificar anormalidades e aferir de forma precisa os parametros a

serem analisados.

2.3- Mensuragdes das glandulas acessérias e ampolas do ducto

deferente em equinos

Um garanhdao normal possui um par de ampolas, um par de
glandulas vesiculares, uma prostata bilobulada e um par de glandulas
bulbo uretrais. Estas estruturas funcionam aumentando o volume de
fluidos, enzimas, aminoacidos e tampdes no ejaculado (Mann, 1975;
Roberts, 1986). Anteriormente chamada de vesiculas seminais, as
glandulas vesiculares tiveram a terminologia modificada em equinos por
nao serem sitio de armazenamento espermatico nesta espécie (Amann,
2011). O sémen de garanhdes é ejaculado em 5-10 fragbes fisico-
quimicas distintas durante 8-10 segundos. Aproximadamente 80% dos
espermatozoides e das secregdes das ampolas sao ejaculados nas trés
primeiras fracdes do ejaculado (Tischner et al., 1974). A glandula
vesicular secreta um gel viscoso (Pickett & Voss, 1974) que é liberado
nas ultimas fragdes do ejaculado.

Os primeiros estudos avaliando as glandulas acessorias em
garanhdes pelo método de ultrassonografia foram realizados por Little &
Woods em 1987, neste estudo foram avaliadas as caracteristicas das
glandulas acessorias de animais em repouso.

Ao longo dos anos alguns estudos vieram descrevendo as
caracteristicas ultrassonograficas das glandulas acesso6rias em
garanhdes. Modificagdes ao longo do tempo no tamanho e no aspecto

(antes, durante e apds colheita de sémen) destas estruturas (Litlle &
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Woods, 1987; Weber et al., 1990; Werber & Woods, 1991; Weber &
Woods, 1992; Weber & Woods, 1993; Schnobrich et al., 2013).

Com a proposta de estabelecer valores clinicos de referéncia para
mensuragao das glandulas acessorias em garanhdes, Pozor & McDonnel
(2002) avaliaram 102 garanhdes de 2-29 anos de diferentes ragas. Neste
estudo demonstraram que ragas maiores apresentam maior tamanho de
glandulas. Nao observaram diferenga entre as glandulas contralaterais.
Alguns valores encontrados neste estudo encontram-se sumariados na
tabela abaixo (Tabela 02):

Tabela 02: Médias e variagdo nas dimensdes das glandulas acessérias e ampola de 102
garanhoes de diferentes racas.

Cavalos miniatura Ponei Ragas Ragas
(n=7) (n=27) leves pesadas
(n=53) (n=15)
Bulbo uretral
Comprimento 21 (16-27) 28 (21-39) 38 (17-59) 35 (30-44)
Altura 14 (11-19) 17 (10-24) 24 (12-39) 22 (16-33)
Préstata
Largura 18 (11-29) 20 (14-27) 25 (10-40) 27 (18-39)
Vesicular
Diametro total 9 (5-15) 12 (3-30) 12 (4-20) 16 (8-43)
Diametro da parede 3 (1-6) 4 (1-10) 4 (1-8) 3(1-4)
Diametro do Lumen 4 (2-11) 6 (1-26) 5 (0-11) 11 (2-39)
Ampola
Diametro total 10 (5-20) 8 (4-12) 11 (4-18) 13 (6-17)
Diametro da parede 4 (2-10) 3 (1-5) 5 (2-8) 5 (3-7)
Diametro do Lumen 1 (0-3) 1(0-2) 2 (0-6) 2 (0-4)

Adaptado: Pozor & McDonnel, 2002.

2.4- Parametros seminais em garanhoes

Ao longo das ultimas décadas o uso das biotecnologias
reprodutivas tem se tornado cada vez mais comum na criagao de equinos.
Dentre estas a inseminagao artificial € considerada uma realidade nos
principais criatérios e centros reprodutivos equestres do Brasil. Tal fato
vem despertando o interesse em uma maior produtividade de garanhdes
consagrados dentro de cada caracteristica selecionada para as diferentes
ragas.

Um importante ponto a ser considerado neste incremento de
produtividade é que este se dé de forma sustentavel. Ou seja, de tal

maneira que nao prejudique a saude dos animais e que sejam mantidos
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adequados indices de fertilidade para cada garanhdo. Segundo Amann
(1981), o melhor método de predizer a fertilidade de garanhdes seria
através de um exame clinico dos o6rgdos reprodutivos e de analises
laboratoriais do sémen.

Estudo envolvendo as caracteristicas reprodutivas em garanhdes
sugerem que o efeito da raga é importante para os diferentes aspectos
reprodutivos, dentre eles, aspectos seminais (Tabela 03) (Hendrikse,
1966; Skinner and Bowen, 1968; Dowset & Pattie, 1982; Voss et al., 1982;
Dowsett and Pattie, 1987). O objetivo geral na avaliacdo do sémen seria
analisar as perspectivas de fertilidade de um garanh&o e/ou de amostras
de sémen (refrigerado, congelado) (Colenbrander et al., 1992).

Requerimentos minimos para utilizagdo de garanhdes em
programas de inseminacgao artificial foram publicados pela World Breeding
Federation for Sport Horses (WBFSH, 2014). Para |IA com sémen fresco:
seriam necessario ao menos 300 milhdes de espermatozoides com
motilidade progressiva (MP); para o sémen refrigerado: ao menos 600
milhdes de espermatozoides com MP (amostras com ao menos 35% de
MP no momento da inseminagao); para o sémen congelado: ao menos
250 milhdes de espermatozoides com MP (ao menos 35% de MP apds o
descongelamento).

Um importante aspecto seminal na classificagdo do potencial
reprodutivo de garanhdes € o percentual de defeitos encontrados na
avaliacao da morfologia espermatica (Kenney et al., 1983). Tentativas de
correlacionar o percentual de defeitos morfolégicos com a fertilidade tém
apresentado resultados conflitantes. Enquanto alguns autores reportam
diferentes graus de efeito da morfologia na fertilidade (Jasko et al., 1990;
Hellander et al., 1991) outros falham em encontrar tal relagao (Voss et al.,
1981; Dowsett & Pattie, 1982). Segundo Varner et al. (2013), se os
espermatozoides morfologicamente anormais nao exercem efeito direto
negativo nos espermatozoides normais, € possivel que o numero total de
espermatozoides normais no ejaculado seja mais importante para
fertilidade que o percentual de defeitos morfolégicos.

Segundo Card (2005) garanhdes possuem aproximadamente 50%

de espermatozdides normais. Este relata uma lacuna de conhecimento no
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que tange aos niveis toleraveis dos diferentes defeitos para fertilidade. No
entanto, os seguintes valores devem ser considerados na identificagcao de
animais com problemas reprodutivos: >10% de células germinativas
prematuras, mais de 30% de defeitos de cabeca e/ou peca intermediaria,
>25% de gotas proximais e um percentual de células normais menor que
30%. Apesar do manual norte americano (Society For Theriogenology
BSE Stallion Guidelines) nao trazer limites de restrigdo para os diferentes
defeitos, defende que para um indice satisfatério de prenhes garanhdes
devem produzir ao menos 2 bilhdes de espermatozoides com motilidade
progressiva e morfologicamente normais em dois ejaculados colhidos com
uma hora de intervalo. Animais que apresentem tais caracteristicas
morfolégicas estariam aptos a reproduzir com ao menos 75% de
fertilidade (quando da cobertura de até 40 éguas ao longo da estagao ou
120 éguas quando do uso da inseminagéao artificial). Card (2005) resalta
ainda que animais com menos de 40% de espermatozoides normais
podem alcancgar satisfatérios indices de fertilidade se 0 niumero de éguas
para estes garanhao for baixo ou o numero de espermatozoides normais
por dose for aumentado no minimo no dobro de uma dose convencional.
O espermatozoide normal poderia compensar os anormais. Garanhdes
com =260% de espermatozoides normais geralmente requerem um numero

menor de espermatozoides por dose inseminante.
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Tabela 03: Médias de parametros seminais de garanhdes para diferentes racas de equinos.

Raga Volume sem gel Volume de gel Motilidade Concentragao Numero total Autor
(mL) (mL) (0-100%) (x10%/mL) sptz (x10°)
Thoroughbred 28,3 2,7 70,7 114,29 5,0 Adaptado: Dowsett
(n=141) & Knott, 1996.
Standardbreed 30,2 3,1 84,6 97,2 4,7 Adaptado: Dowsett
(n=111) & Knott, 1996.
Arabe 36,2 0,95 85,0 286,8 12,7 Adaptado: Dowsett
(n=73) & Knott, 1996.
Australina Stock 33,2 5,5 77,8 116,1 4,8 Adaptado: Dowsett
Horse (n=73) & Knott, 1996.
Quarto de milha 23,8 4,0 73,9 171,7 5,4 Adaptado: Dowsett
(n=30) & Knott, 1996.
Palomino 23,8 1,1 72,9 138,5 4,0 Adaptado: Dowsett
(n=44) & Knott, 1996.
Ponei 20,8 2,5 69,7 104,0 1,12 Adaptado: Dowsett
(n=38) & Knott, 1996.
Shetland 44,4 13,1 70,1 101,2 1,7 Adaptado: Dowsett
(n=8) & Knott, 1996.
Apalosa 23,3 2,0 73,2 90,4 3,3 Adaptado: Dowsett
(n=18) & Knott, 1996.
Ponei 24,2 * 63,8 233,6 49 Adaptado:
(n=216) Paccamonti et al.,
1999.
Dutch Warmblood — 64,3 * 70,0 214,3 11,7 Adaptado:
riding type Parlevliet et al.,
(n=318) 1994.
Dutch Warmblood — 67,4 * 66,4 174,2 9,9 Adaptado:
carriagetype Parlevliet et al.,
(n=80) 1994.

* Dados ndo disponiveis.
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Tabela 04: Médias do percentual de defeitos morfologicos e percentual de espermatozoides normais para diferentes ragas de equinos.

Raca Gota Gota Distal Cabeca Defeitos de Defeitos de peca Cauda Cabe¢ca  Normais Autor
Proximal isolada acrossoma intermedidria anormal  anormal
Swedish Warmblood 6,4 3,6 1,6 1,9 5,0 3,7 10,2 72,7 Adaptado: Einarsson
(n=8) et al., 2009.

Tori breed 17,3 * 2,3 0,6 51 6,6 12,6 57,5 Adaptado: Kavak et
(n:6) al., 2004.
Estonian breed 2,9 * 2,3 1,6 2,4 6,4 13,9 74,4 Adaptado: Kavak et
(n=7) al., 2004.

B 12,3 8,0 1,4 * 13,0 6,4 4,7 54,2 Adaptado: Dowsett &
(n=142) Knott, 1996.
Standardbred 4,4 2,7 1,6 * 11,9 8,9 6,4 64,1 Adaptado: Dowsett &
(n=110) Knott, 1996.
Arabe 3,5 6,2 0,9 * 11,0 8,9 4,3 65,2 Adaptado: Dowsett &
(n=72) Knott, 1996.
Australian Stock Horse 7,6 45 1,4 * 20,5 5,4 4,6 56,0 Adaptado: Dowsett &
(n=73) Knott, 1996.
Quarto de milha 4.4 3,8 0,9 * 11,3 7,1 44 68,1 Adaptado: Dowsett &
(n=30) Knott, 1996.
Palomino 2,4 2,1 16,8 * 13,8 16,0 7,8 41,1 Adaptado: Dowsett &
(n=43) Knott, 1996.
Ponei 5,5 1,9 0,9 * 9,4 11,9 8,2 62,2 Adaptado: Dowsett &
(n=36) Knott, 1996.
Shetland 8,3 2,6 1,3 * 19,6 20,1 8,3 39,8 Adaptado: Dowsett &
(n=7) Knott, 1996.
Apalosa 6,5 4.4 1,7 * 9,8 5,5 6,5 65,6 Adaptado: Dowsett &
(n=18) Knott, 1996.

* Dado ndo disponivel.
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Buscando descrever as caracteristicas fisicas e morfologicas do
sémen de garanhdes da ragca Mangalarga Marchador, Vale (1976) avaliou
16 garanhdes, com idade entre 4,5 e 12 anos. Foram realizadas 121
colheitas com intervalo entre colheitas de dois a cinco dias. Os resultados
encontrados apresentam-se sumariados na tabela abaixo:

Tabela 05: Médias + desvio padrao e amplitude de variagdo das caracteristicas seminais
de garanhdes de raga Mangalarga Marchador.

Caracteristica analisada Média * Desvio Amplitude
Padrao
Volume total ejaculado (mL) 75,2 £ 23,10 30 — 166
Volume sem gel ejaculado (mL) 46,9+ 221 33 -117
Volume de gel ejaculado (mL) 28,3+22,0 10 -102
Concentragao (x10%mL) 184,0 + 89,4 54 — 424
Motilidade (%) 63,5+12,8 40-90
Defeito de cabeca (%) 79129 2-16
Defeito de pega intermediaria (%) 1,0+1,2 0-6,5
Defeitos de cauda (%) 76 +3,0 2-15
Defeitos de acrossoma (%) 0,4+0,7 0-3,5
Gota citoplasmatica proximal (%) 74+29 25-14
Insercéo de cauda abaxial (%) 60,0 £ 1,7 40-70
Gota citoplasmatica distal (%) 16,4+ 1,3 55-28,5

Adaptado: Vale, 1976.

E importante resaltar que as relacdes entre as caracteristicas
seminais rotineiramente avaliadas, como motilidade e alteracbes
morfoldgicas, e o indice de prenhes em éguas sao relativamente baixas
(menor que 50%) em programas comerciais de reproducéo (Jasko et al.,
1992; Jasko et al., 2000; Love, 2011). Na verdade existe uma série de
fatores envolvidos no indice de fertiidade de garanhdes (inerente as
éguas, ao manejo reprodutivo dos animais, aos garanhbdes e as
interacbes celulares e moleculares envolvidas no processo de
fertilizacdo). Desta forma, apesar de uma bateria de testes na avaliagao
do potencial reprodutivo de garanhdes serem atualmente disponiveis, ndo
existe uma férmula magica que ira retratar o real indice de fertilidade em

todo garanhao avaliado (Varner et al., 2013).
2.5- Refrigeramento e congelamento do sémen de garanhoes:
O uso da inseminagao artificial possibilitou aumentar de forma

satisfatoria o numero de éguas prenhes ao final da estagdo de monta por

garanhdo. No entanto, com o desenvolver da técnica novos problemas
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foram surgindo, como a necessidade de manter o sémen viavel por um
periodo maior, para realizar inseminacdées em diferentes propriedades
sem a necessidade do transporte de garanhdes. Baseado neste problema
no comego do século XIX iniciaram-se os estudos sobre refrigeramento
de sémen para transporte, o qual ao longo dos ultimos anos vem sendo
utilizado, em diferentes espécies.

O sémen refrigerado vem fazendo parte da rotina dos profissionais
que trabalham com reproducéo de equinos ao longo das ultimas décadas.
Este cenario de ampla utilizagdo do sémen refrigerado & bastante
diferente quando comparado, por exemplo, com a espécie bovina. Tal fato
se deve aos resultados obtidos com o sémen equino congelado. A
variagdo de resposta entre garanhdes ao congelamento, o baixo
rendimento de doses por ejaculado, o intenso manejo de controle folicular
das éguas durante as inseminagdes, além da grande variagdo nas taxas
de prenhes em relacdo as obtidas por monta natural, uso do sémen fresco
ou refrigerado, tém limitado maior difusdo do sémen congelado em
equinos (Ball, 1998, Backman et al., 2004).

2.5.1- Refrigeramento do sémen de garanhbes

Para aumentar a duracdo da viabilidade dos espermatozodides, o
refrigeramento visa reduzir a taxa metabdlica destas células, com isso,
tem-se uma redugao no consumo do substrato disponivel e uma redugao
nos produtos do metabolismo espermatico, muitas vezes toxicos para
célula. A temperatura corporal o metabolismo espermatico € alto,
continuando elevado a temperatura ambiente. Porém, com a queda de
temperatura ha uma reducéo neste metabolismo, sendo que a cada 10°C
de queda, o metabolismo reduz em cerca de 50%. Quando os
espermatozoides sdo mantidos a 5°C, apenas 10% de seu metabolismo
Sao necessarios para sua sobrevivéncia quando comparado a
preservagao a 38°C (Squires et al., 1999).

As principais vantagens da utilizacdo do sémen refrigerado sao:
redugao dos gastos com transporte de garanhdes e éguas, prevencao de
doencas transmissiveis pelo coito, movimenta o mercado de venda de

sémen, permite direcionar melhor o acasalamento através da utilizagao de
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garanhdes geneticamente superiores. Como desvantagens tém-se: custos
com servigo veterinario (colheita e processamento do sémen,
acompanhamento da fémea, hormdnio para sincronizar ovulagdes),
custos com materiais (meios diluidores, contéineres de refrigeramento),
variagdo de resposta ao refrigeramento entre garanhdes e custo com
transporte do sémen.

Diversos fatores irdo influenciar no sucesso do refrigeramento do
sémen de garanhdes, dentre eles estdo: tipos de contéiner utilizados para
refrigeracdo e transporte, o meio diluidor utilizado no refrigeramento, a
concentragédo espermatica e o volume da dose inseminante, e o efeito do

garanhéo.

2.5.1.1- Tipos de contéineres:

Sob o aspecto de equipamentos, existem sistemas passivos e
ativos de refrigeramento de sémen. Os sistemas passivos possuem a
vantagem de serem mais baratos, embora apresentem a desvantagem de
proporcionarem taxas de refrigeramento dependentes de alguns fatores,
como: temperatura ambiente, temperatura inicial da amostra, temperatura
do produto refrigerante e volume da amostra. Ja os sistemas ativos sao
caros, mas permitem taxas de refrigeramento pré-determinadas pelo
técnico, possibilitando combinar mais de uma taxa durante o processo,
proporcionam, ainda, taxas de refrigeramento lineares. Diante disso,
sistemas ativos de refrigeramento, apesar de muito eficientes, sdo de
pouca utilidade pratica em condigdes de campo.

Ao se resfrigerar o sémen de 37°C a 5°C, a taxa de queda de
temperatura deve ser controlada, principalmente entre 19°C e 8°C,
intervalo este em que o espermatozoide esta mais susceptivel ao choque
térmico (Moran et al., 1992). Parece haver consenso entre os
pesquisadores sobre a necessidade de se utilizar taxas de refrigeragao
lentas, ndo superiores a -0,05°C/min, nesta faixa de temperatura,
pois esta é a fase critica de ocorréncia das lesdes nas membranas
espermaticas (Kayser, 1992, Amann & Graham, 1993, Squires et al.,
1999).
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Alguns fatores devem ser levados em conta na escolha do
contéiner para transporte de sémen: capacidade de isolamento térmico do
meio exterior, taxa de refrigeramento adequada, manutengcdo da
temperatura final pelo maior tempo possivel, protecdo do sémen,
estrutura forte, serem simples, leves e de baixo custo (Silva Filho et al.,
1994).

Desde a introdugéo do primeiro contéiner (Equitainer) no mercado
(Douglas-Hamilton et al., 1984), varios outros vém sendo desenvolvidos.
Dentre eles: Max Sémen Express®, Equitainer 1°, Equitainer 11®, Clipper®,
Botutainer®, Botubox®, Botuflex®, etc. Estes contéineres sdo produzidos
visando atender ao maximo as caracteristicas de refrigeramento
adequadas para espermatozoides equinos, como queda de temperatura e
manutencgao da temperatura final (Silva Filho et al., 1994).

Na rotina de campo alguns veterinarios tém realizado transporte
em sistemas improvisados com caixa de isopor e alguma fonte de gelo. O
grande problema com o uso dos contéineres improvisados esta na grande
variacao de resultados. Estes contéineres nao possuem uma taxa de
refrigeramento padronizada e falta controle na temperatura final de
armazenamento, além disso, de uma forma geral sdo mais susceptiveis a
variagbes na temperatura do ambiente externo. Tais fatos tém
influenciado os resultados obtidos com alguns garanhdes com ejaculados
submetidos a este improviso.

Para melhor informar os consumidores € importante que as
empresas produtoras dos contéineres disponibilizem especificagcbes
técnicas como a taxa de refrigeragéo, temperatura final e o tempo maximo
de estocagem. Através destas informacdes é possivel adequar cada
contéiner as diferentes duracdes de transporte, as diferentes respostas de
cada garanhdo, bem como avaliar o custo beneficio de cada

fabricante/produto.

2.5.1.2- Meios diluidores:
Os diluidores de sémen sao solugdes destinadas a proteger os
espermatozoides e prolongar sua sobrevivéncia durante a refrigeracao e o

transporte, além de apresentarem a vantagem de aumentar o volume da
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dose inseminante e auxiliarem na avaliacdo do sémen (Kenney et al.,
1975). Em geral, o plasma seminal ndo € um bom extensor para os
espermatozoides, justificando o efeito benéfico dos diluidores inclusive
para inseminagdes com sémen fresco (Morrell et al., 2014).

A maior parte dos diluidores comerciais disponiveis no Brasil para
refrigeracdo de sémen equino sdo produzidos a base de leite em po.
Geralmente estes diluidores contém: agucares (substrato energético),
antibidticos (prevenir crescimento microbiana durante armazenamento),
eletrélitos e tampdes (controle da osmolaridade e pH) (Bedford-Guaus,
2007).

Existem uma série de diluidores a base de gema de ovo que vém
sendo testados para refrigeramento de sémen equino. No entanto, a
variabilidade dos resultados na utilizagao destes diluidores, associado aos
excelentes resultados obtidos com os meios a base de leite em pod
disponiveis no Brasil, tém limitado a utilizagao destes diluidores em nosso
pais.

Embora ndo se conheca os exatos mecanismos de protecao de
leite contra o choque térmico, provavelmente as proteinas do leite agem
de modo similar as lipoproteinas da gema de ovo, estabilizando as
membranas (Amann & Graham, 1993).

Para melhores resultados na adicado do meio diluidor ao ejaculado
€ importante que este esteja a uma temperatura préxima a do sémen e
seja adicionado de forma lenta. Logo apds diluigdo o movimento circular
dos espermatozoides aumenta, mas com cerca de 10 minutos retornam

ao padrao de normalidade do garanhao (Varner et al., 2013).

2.5.1.3- Concentragdo espermatica e o volume da dose inseminante:
Conhecer a concentragdo do sémen a ser enviado e calcular o
volume correto pode evitar insucessos na inseminagao de éguas, devido
ao uso de baixas doses, e maximizar o numero de éguas inseminadas por
evitar o envio de uma dose maior que a necessaria.
Muito se discute sobre a proporcao correta entre diluidor e sémen
que antecede o refrigeramento. Para inseminagdes realizadas com sémen

fresco tem-se trabalhado principalmente com a proporgao de 1:1 (sémen :
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diluidor). No caso do sémen refrigerado a diluigdo de 1:2, 1:3 ou superior
tém sido mais recomendada (Varner et al., 1987; Loomis, 2012). Maior
atencao que na proporgado sémen diluidor deve ser dada a concentragao
espermatica do sémen a ser refrigerado. O ideal € que esta concentragéo
esteja entre de 25-50 x 10° espermatozdides por mL (Varner et al., 1987,
Jasko et al., 1992).

Apesar do relato de prenheses com doses de sémen refrigerado de
100 x 10° espermatozéides com motilidade progressiva, tem sido
amplamente aceito como dose recomendada ao menos 500 x 10°
espermatozoides apresentando motilidade progressiva para otimizagao
das taxas de gestagdo (Pickett et al., 1976; Householder et al., 1981).
Desta foram, para boa parte dos garanhdes, ao menos 1 bilhdo de
espermatozoides com motilidade progressiva devem ser enviados com
intuito de que ao final do armazenamento tenha-se a dose adequada para
inseminagdes (Bedford-Guaus, 2007). Tem-se recomendado para o

sémen refrigerado volumes que nao ultrapassem 60 mL (Loomis, 2011).

2.5.1.4- Efeito do garanh&o no sucesso do refrigeramento:

Antes do envio de sémen de garanhdes € de extrema importancia o
conhecimento das caracteristicas seminais e da resisténcia aos diferentes
sistemas de refrigeramento do animal a ser trabalhado.

Darenius (1998) sugere que os garanhdes a serem utilizados nos
programas de IA com sémen refrigerado devam possuir: 6rgaos genitais
internos e externos sem alteragbes, produgdo semanal de
espermatozoides em torno de 30-35 x 10°, 70% de células
morfologicamente normais, motilidade superior a 50% e, ap6s 12 horas de
refrigeracédo, uma reducdo da motilidade inicial ndo superior a 30%,
considerando como motilidade minima ao final desse periodo de 40%.

A qualidade e composi¢cao do sémen podem influenciar de forma
direta os resultados de fertilidade obtidos. Devido a variagdo de resposta
ao refrigeramento existente entre garanhdes, recomenda-se a realizagao
de testes com diferentes meios diluidores e containeres de
refrigeramento. Desta forma, € possivel definir se determinado animal

deve ou nao ser utilizado em programas de IA com sémen refrigerado,
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assim como a forma mais adequada de fazer esta utilizagdo (Brisko et al.,
2000; Bedford-Guaus, 2007).

2.5.1.4.1- Ferramentas para melhorar os resultados de garanhdes de
baixa resisténcia ao refrigeramento:

Colheita de sémen: atengdo a contaminagdo do sémen € imprescindivel.

Higienizacdo do pénis durante a estagdo e cuidados higiénicos com o
material que vai entrar em contato com o sémen sdo de extrema
importancia (Aurich & Spergser, 2007; Price et al., 2008). Além disso, a
colheita pode ser otimizada obtendo ejaculados com menor volume e
maior concentracao. Para isso, a colheita dever ser realizada com minimo
estimulo sexual possivel do garanhao, ou seja, menor numero de montas
(Aurich, 2008; Kalmar et al., 2014).

Diluidor de sémen: em animais com baixa motilidade espermatica podem

ser testados diluidores alternativos (Aurich, 2008). No Brasil existem
diluidores como Max Sémen Plus® e Botu-Turbo® que possuem
constituintes que visam “incrementar a motilidade” dos espermatozoides
refrigerados a 5°C. Recentemente foi langado no mercado nacional um
diluidor (Botusemen Special®) que incrementa a fertilidade de garanhdes
bad coolers (refrigeram mal o sémen), podendo também ser uma
ferramenta a ser testada para determinados garanhdes (dados nao

publicados).

Centrifugacdo: é uma boa alternativa para alguns animais que nao

respondem bem ao processo de refrigeracdo, apesar de nao afetar
aqueles animais que refrigeram bem o sémen (Jasko et al., 2001; Brisko,
2000; Barrier-Battut et al., 2010; Morrell et al., 2014). A centrifugagao
pode ser realizada a 600 x g por 10 minutos apods a diluigdo de sémen
com diluidor a base de leite na proporcdo de 1:1 (sémen : diluidor)
(Barrier-Battut et al., 2010). Como inconveniente tem-se que cerca de
25% das células sao perdidas no sobrenadante (Loomis, 2006).

Além da centrifugacdo com meios diluidores convencionais a base

de leite desnatado, ao longo dos ultimos anos tém sido desenvolvidos
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gradientes de centrifugagdo para selecionar a populacdo de
espermatozoides a serem preservados. Atualmente existem
comercialmente os gradientes de centrifugacdo de uma camada
(AndrocoII-E®) e de multiplas camadas (Equipure®) para selecionar
espermatozoides de garanhdes (Morrell et al., 2009; Stoll et al., 2008)

Apesar dos grandes beneficios do uso do sémen refrigerado, esta
técnica apresenta como limitagcédo para preservagado de material genético o
tempo que o sémen permanece viavel. Grande parte dos garanhdes
apresentam queda na fertilidade apds armazenamento por um periodo
superior a 24 horas, podendo o sémen de alguns animais nao resistir
inclusive a um tempo inferior (Brisko et al, 2000). Esta resisténcia nao
depende apenas da qualidade do sémen fresco, mas também da
composic¢ao do plasma seminal e a composi¢gdo da membrana plasmatica
de cada garanh&o (Aurich, 2005). E importante enfatizar que a motilidade
nem sempre € um bom indicador da fertilidade no sémen refrigerado e
que as inseminagbes devem ser realizadas em um periodo de tempo
maximo de 24 horas antes da ovulagao (Brisko et al., 2000).

Portanto, apesar de amplamente utilizado, 0 sucesso no processo
de refrigeramento do sémen de garanhbes apresenta uma série de
fatores a serem levados em conta para obtencéo de resultado satisfatorio.
Alguns destes fatores podem ser controlados (meio diluidor, concentragao
espermatica, volume e dose inseminante, tipo de container, conhecimento
de técnicas para melhorar o resultado de garanhdes com sémen de
qualidade inferior), outros nado (qualidade espermatica do garanhéo,
resisténcia ao processo de refrigeramento). Cabe aos técnicos
responsaveis determinarem a melhor forma de se trabalhar com o sémen
refrigerado de cada garanhao e em alguns casos nao indicar a utilizagao

desta técnica.

2.5.2- Congelamento de sémen de garanhées

O processo de criopreservacao de sémen inclui todas as etapas —
desde a colheita de sémen, diluicdo, centrifugacao, refrigeramento e
congelamento — até a manutencdo da capacidade funcional do

espermatozoide por determinado periodo apdés o descongelamento
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(Watson, 1995). O sucesso no resultado final do processo de
criopreservagdo depende de interagbes entre meios diluidores,
crioprotetores, curva de refrigeramento e descongelamento. Agindo em
conjunto, estas etapas, sdo responsaveis por reduzir os danos causados
pelo choque térmico, reduzir a formagéo de cristais de gelo intercelulares
e propiciando uma adequada desidratagéo celular (Holt, 2000).

Durante o processo de criopreservacao existem ao menos dois
pontos de estresse pelos quais as células espermaticas passam. O
primeiro esta relacionado aos efeitos das mudancas na temperatura e o
segundo em funcdo da formagdo e dissolucdo de cristais de gelo
(Watson, 1995).

Desta forma, o processo de congelamento deve respeitar uma taxa
de queda de temperatura. Taxas de congelamento excessivamente
rapidas culminam na formagao de cristais de gelo no interior das células
espermaticas que causam danos as estruturas dos espermatozoides
(Senger, 1986). Por outro lado, taxas lentas expéem o sémen ao efeito de
solugao superconcentrada que é toxico para os espermatozoides (Duncan
& Watson, 1992; Watson, 1995).

A medida que se tem a queda de temperatura (durante o
congelamento) as moléculas de agua vao se cristalizando, tal fato resulta
em uma maior concentracdo de solutos na fragdo ndo congelada. Estes
formardo os “canais ndo congelados” onde os espermatozoides irdo se
manter apos completo o processo de criopreservacao (Squires et al.
1999). Amann & Pickett (1987) afirmam que somente as células
localizadas neste local sobreviverdao ao processo da criopreservagao.

Diferentes teorias da crioinjuria divergem em apontar se a injuria
ocorre durante a queda de temperatura ou o0 aquecimento do
espermatozoide. Ha alguma evidéncia para sugerir que células
congeladas sejam danificadas pelo reaquecimento, o que tem sido
considerado devido ao fenbmeno chamado de recristalizacado de cristais.
Este fendmeno consiste na transformagao de varios cristais microscopicos
de gelo em cristais de gelo maiores, que sao reconhecidos como
prejudiciais (Watson, 1995). Lesbes de membrana causadas por

transicdes da fase lipidica talvez possam também ser responsaveis por
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este efeito negativo do aquecimento, uma vez que passar pelo processo
de refrigeramento e reaquecimento significa atravessar pontos de
transicdo de fase por duas vezes (Holt et al., 1992).

Para que a criopreservagdo tenha sucesso, € necessario que o
espermatozoide seja colocado em um ambiente apropriado (diluidor), que
minimize os danos as membranas, € ndao acione prematuramente os
mecanismos de capacitagdo espermatica e reacdo acrossémica (Loomis,
2005). Com esse intuito tém se produzido meios diluidores adicionados de
uma série de crioprotetores.

Segundo Keith (1998), um bom crioprotetor deve possuir baixo
peso molecular, com alta solubilidade em agua e baixa toxicidade celular.
Observando a literatura é possivel encontrar uma divisdo basica que
agrega os crioprotetores em penetrantes e ndo penetrantes.

Ashwood-smith  (1987) subdividiu uma série de compostos
penetrantes, da familia dos alcoois (etanol, etilenoglicol, glicerol, metanol,
polietilenoglicol, e propilenoglicol), das amidas (acetamida, formamida,
lactamida entre outras) e o dimetil sulféxido (DMSO) com caracteristicas
crioprotetoras. O glicerol é atualmente o principal crioprotetor penetrante
utilizado apesar de seus efeitos deletérios, como: estresse osmatico,
mudangas na organizagao, fluidez e permeabilidade da membrana, e na
sua composicao lipidica (Watson, 1995). Ainda hoje, o mecanismo de
acao dos crioprotetores penetrantes nao esta bem compreendido, sugere-
se (Watson, 1981) que estas substancias atuem por meio de propriedade
coligativa com a agua reduzindo o ponto de congelagao da solugado. Estes
compostos modificam as caracteristicas da molécula de agua, reduzindo
a formacao de cristais de gelo, atuando como solvente e diminuindo a
concentragao de solutos no meio externo. A presenga do glicerol em uma
solucdo ira propiciar uma maior quantidade de agua nao congelada do
que outra sem o glicerol, aumentando o volume dos canais de solventes
nao congelados e reduzindo a concentracdo de sais das por¢des nao
congeladas (Mazur, 1980; Dalimata et al., 1997). Além disto, estas
substancias atuam na membrana celular estabilizando o complexo: agua,

lipideo e proteina (Rowe, 1966).
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Entre os crioproterores n&o penetrantes estdo os acgucares
(lactose, frutose, rafinose e threalose), os polimeros sintéticos (metil
celulose), a gema de ovo, o leite e alguns aminoacidos (glutamina,
treonina, dglicina, dentre outros). Esta categoria protege as células
basicamente por meio de efeitos osmaoticos. As células em suspensdo em
um meio hiperténico perdem seu conteudo de agua. Desta forma,
diminuem a possibilidade de formacéo de cristais dentro da célula. Estes
componentes agem como solutos ou coldides, ndo servindo como

solventes (Graham, 1998).

2.5.2.1- Etapas do processo de criopreservagao:

2.5.2.1.1- Centrifugagéo:

A centrifugacao realizada durante a criopreservagao do sémen de
garanhdes tem como objetivo reduzir a quantidade de plasma seminal e
aumentar a concentragdo espermatica. Tem se demonstrado que a
presenca do plasma seminal em grande quantidade durante processo de
criopreservagao tem efeitos nocivos aos espermatozoides, como a
reducédo da motilidade espermatica (Love et al., 2002; Aurich, 2008).

No entanto, a centrifugacdo pode agir em via de méo dupla, com
efeitos positivos e negativos a motilidade dos espermatoides (Martin et al.,
1979). Respeitar a relagédo forca e tempo de rotagdo sdo fundamentais
para reduzir estes prejuizos. O protocolo de centrifugagdo mais usado
para garanhdes € a rotagcbes a 600 g por 10 minutos (Vidament et al.,
2000; Ecot et al., 2005, Knop et al.,, 2005). Dados na literatura
relacionados a perda de espermatozoides no sobrenadante por este
procedimento sao contraditérios, mas tal perda tem se mantido de 1,9
(Weiss et al., 2004) a 25% (Ecot et al., 2005; Knop et al., 2005).

2.5.2.1.2- Refrigeramento

O refrigeramento do sémen inicia-se logo apoés a colheita, quando o
sémen ¢é refrigerado da temperatura corporal (37°C) a temperatura do
ambiente de manipulacdo. Poucos danos sao observados aos

espermatozoides nesta fase, quando estes se encontram diluidos em
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meio adequado (Keith, 1998). Tal fato foi ilustrado por Kayser et al. (1992)
que demonstraram que o sémen poderia ser refrigerado inclusive em
taxas rapidas sem prejuizos para motilidade entre as temperaturas de
37°C e 20°C. Contudo, na faixa entre 19°C e 8°C, as células se
apresentaram mais susceptiveis aos danos induzidos pelo refrigeramento
devendo-se respeitar uma queda de temperatura adequada (Moran, 1992;
Watson, 1995; Graham, 1996; Flrst, 2005).

Estudos tém demonstrado o efeito benéfico do refrigeramento, até
4-5 °C, antes do congelamento de sémen equino (Vidament et al., 1997;
Furst et al., 2005).

2.5.2.1.3- Congelamento:

Com a reducgao da temperatura, inicia-se a formacao de cristais de
gelo no meio extracelular, com isso, comega a acumular soluto neste
compartimento que por osmose atrai mais agua intracelular, desidratando
o espermatozéide (Mazur, 1984). No congelamento lento (-25 a -
40°C/min.), o espermatozodide se desidrata devido a alta concentragao de
solutos no meio extracelular. Consequentemente, ndo se formam grandes
cristais de gelo intracelulares (Amann & Pickett, 1987). Devido a maior
concentracdo de soluto, as células espermaticas podem sofrer o efeito
solugao que é prejudicial a célula (Watson, 1995). Por outro lado, numa
curva de congelamento muito rapida (> -60°C/min.), a agua nao tem
tempo de sair da célula e, em algum ponto abaixo de -10°C, esta
congelara com a formagao de grandes cristais de gelo. Cristais maiores
podem causar danos mecanicos a célula, sendo uma das principais
causas de morte celular durante o congelamento (Graham, 1998).

A curva ideal de congelamento vai depender do tipo e da
concentragcdo do crioprotetor utilizado. Dado a grande variacdo de
constituicdo dos meios de congelamento, nao foi ainda definida uma taxa

de congelamento padrao (Heitland et al., 1995).

2.5.2.1.4- Descongelamento:
Dentre os principais métodos propostos para garanhdées no

descongelamento de palhetas de 0,5 mL estdo: o descongelamento
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rapido (75°C / 7”) e o lento (37°C / 30”). Vidament et al. (2002), ao
estudarem a motilidade espermatica do sémen descongelado de
garanhdes 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”),
nao observaram diferencas entre os tratamentos, exceto para o
descongelamento a 75°C/15”, cuja motilidade foi zero. O método de
descongelamento lento apresenta como vantagens a facilidade e menor
probabilidade de erros ao descongelamento, além de maior agilidade no

descongelamento de multiplas palhetas (Samper, 2007).

31



3- EXPERIMENTO |: CARACTERISTICAS COMPORTAMENTAIS PRE
COPULA DE GARANHOES DA RACA MANGALARGA MARCHADOR

3.1- Objetivos:
- descrever as caracteristicas comportamentais pré copula de garanhdes
da raga Mangalarga Marchador submetidos a colheita de sémen. Verificar

efeito de quatro diferentes faixas etarias nestas caracteristicas.

3.2- Material e métodos:
3.2.1- Localizagéo:

As avaliagdes foram realizadas durante colheitas de sémen entre
os meses de Janeiro de 2012 e Julho de 2013 nos estados de Minas
Gerais e Espirito Santo, Brasil. Latitudes variando entre 21.24°S e
19.91°S.

3.2.2- Animais:

Foram avaliadas 195 colheitas de sémen (numero maximo de 2
colheitas por garanhao) de 107 garanhdes registrados ou controlados da
raca Margalarga Marchador com idade entre 2 e 21 anos. Os animais
foram agrupados em quatro diferentes faixas etarias: 2-3 anos, 4-6 anos,

7-15 anos e mais de 15 anos.

3.2.3- Colheita de sémen:

Para avaliar o comportamento durante a colheita de sémen foram
utilizadas éguas em estro devidamente contidas com peia. Utilizou-se
vagina artificial modelo Botucati® preenchida com agua aquecida a 45°C.
O local utilizado para colheita de sémen foi o mesmo utilizado pelos haras
neste tipo de atividade. Antes de iniciar as avaliagbes os garanhodes
passavam por um regime de 6 colheitas em 3 dias (duas por dia),

respeitando-se um intervalo de 48-72 horas para iniciar as avaliagdes.

32



3.2.4- Avaliagdo do comportamento:
A partir da visualizagdo da égua em cio pelo garanh&o na area de
colheita de sémen, os seguintes tempos foram cronometrados e as

seguintes variaveis foram quantificadas:

- Tempo de reacdo (segundos): duragcédo entre a visualizagdo da égua

pelo garanhao até erecdo completa do pénis.

- Tempo de laténcia (segundos): duragao entre a eregao e realizagao da

primeira monta do garanhao.

- Tempo de monta (segundos): duragao entre o inicio da monta do

garanhao na égua até a descida apds ejaculagao.

- Numero de montas (n): numero de montas com garanhdo em eregao

necessarias para colheita do sémen. Foram quantificadas apenas as
montas onde houve introdugéo do pénis do garanhao na vagina artificial.

- Numero de reflexos de flehmen (n): foram quantificados do momento de

visualizagdo da égua em cio pelo garanhao até finalizagao da colheita de
sémen.

- Duracdo da coheita (s): duragdo entre a visualizagdo da égua pelo

garanhao e a descida do garanhao desta apos concretizada ejaculagao.

3.2.5- Analise estatistica:

Para as variaveis quantitativas, efetuaram-se os testes de Lilliefors
com intuito de verificar normalidade de distribuicdo dos dados, e Cochran
(numeros iguais de repeticdes dentro de cada nivel) e Bartllet (nUmeros
desiguais de repeticées) para verificar a homogenicidade das variancias
dos grupos. Aqueles dados que nao atenderam a premissa da ANOVA
foram submetidos a analise ndo paramétrica e as médias comparadas
pelos testes de Kruskal-Wallis com probabilidade de erro de 5%. As
variaveis que atenderam as premissas foram submetidas a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) com 5% de probabilidade de erro.

Foi utilizado o programa estatistico SAEG-UFV 9.1 (UFV, 2007).
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3.3- Resultados e discussao:

As médias e desvios padroes das meédias para as diferentes
caracteristicas comportamentais analisadas ao longo de duas colheitas de
sémen de garanhdes da ragca Mangalarga Marchador encontram-se

sumariadas na tabela 6.

Tabela 06: Médias * desvio padrdo das caracteristicas de comportamento de garanhdes
da raga Mangalarga Marchador para diferentes faixas etarias.

Parametro  Colheita Faixa etaria
2-3 anos 4-6 anos 7-15 anos Mais 15 Média
anos
Tempo de 1 130,7 + 98,9+ 148,0A 94,6 +3042A 36,5+ 18,6A 101,1
reacdo 242,242/)4 (n=44) (n=33) (n=6) (n=107)
n:
(s) 2 63,3+ 38,00 66,5+557A 48,5+ 541A 85,50+ 77,0A 61,4
(n=17) (n=33) (n=31) (n=6) (n=87)
Tempo de 1 245+ 26,4A 257 +29,2A 28,2+27,6A 58,8+ 102,9A 28,1
laténcia (n=24) (n=44) (n=33) (n=6) (n=107)
2 20,3+ 16,7A 24,6+ 27,4A 38,1+855A 82,5+ 152,2A 32,2
(s) (n=17) (n=33) (n=31) (n=6) (n=87)
Tempo de 1 31,1+ 8,0A 33,3 + 8,6A 34,1+ 8,1A 30,8 + 8,3A 32,8
monta (n=24) (n=44) (n=33) (n=6) (n=107)
2 34,2+ 7,7A 33,0 + 8,6A 34,2 + 10,2A 30,5+ 9,2A 33,6
(s) (n=17) (n=33) (n=31) (n=6) (n=87)
Ndamero de 1 2,4 +54A 0,6 + 1,0A 0,3 £ 0,8A 0,5+ 0,8A 0,9
(n=24) (n=44) (n=33) (n=6) (n=107)
rf::ﬁ?nse?‘e 2 0,3 + 0,8A 0,7 £ 1,2A 0,5+ 1,2A 0,8 + 1,6A 0,6
(n=17) (n=33) (n=31) (n=6) (n=87)
Ndamero de 1 1,7+ 0,9A 1,7+ 1,0A 1,4 +0,7A 1,3+0,8A 1,6
(n=24) (n=44) (n=33) (n=6) (n=107)
montas 2 1,2+ 0,5A 15+0,7A 15+0,7A 1,5+ 0,8A 1,4
(n=17) (n=33) (n=31) (n=6) (n=87)
Duragéo 1 2715+ 2184 + 197,3 + 138,3 + 220,2
colheita 295,8A 234,6A 334,8A 118,2A (n=107)
(S) (n=24) (n=44) (n=33) (n=6)
2 134,6 + 62,7A 1734 + 1773 + 2425 + 171,9
(n=17) 184,9A 164,5A 212,8A (n=87)
(n=33) (n=31) (n=6)

Tempo de reagdo: entre o garanhdo ver a égua e ter completa erecdo do pénis; Tempo de laténcia: da
erecdo completa a realizagdo da monta na égua; Tempo de monta: do momento em que o garanhdo monta na
égua até descer.

- Valores seguidos de letras diferentes (A, B) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de SNK.

Nao foi observada diferenca estatistica (P>0,05) entre as diferentes
faixas etarias para as variaveis comportamentais analisadas. As principais
caracteristicas nas quais foram observados valores médios com maior
variacgdo na média (tempo de reagdo, tempo de laténcia) sao
caracteristicas com elevado coeficiente de variagao.

Segundo parémetros descritos por McDonnell (2009) para
garanhdes domesticados, apds exposicdo a éguas em cio os machos

apresentam eregao em até 2 minutos, realizam a monta 5-10 segundos
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depois possuindo duracéo total da copula de 2-5 minutos vemos algumas
diferengas em relacdo ao presente estudo. O tempo médio de laténcia
encontrado no presente estudo foi superior ao indicado pela autora em
todas as faixas etarias avaliadas. Tal variavel pode sofrer influéncia das
caracteristicas adotadas para colheita de sémen dos garanhdes da raga
Mangalarga Marchador. Foram seguidos a rotina de colheita de sémen
nos criatérios onde a maior parte dos funcionarios que conduziam o
garanhdo nao permitiam a monta até que o garanhdo estivesse em
erecao. Tal fato pode levar os animais a temer a contencéo pelo cabresto
e demorar mais para realizar a monta. A duragao da colheita esteve
dentro do intervalo considerado normal pela mesma autora.

Foram observadas algumas variagbes interessantes no
comportamento dos animais no presente estudo. O garanhdo G53 nao se
mostrou estimulado quando da presengca de uma égua de pelagem
tordilha para colheita de sémen, atingindo a erecdo somente apds a troca
da égua por uma da pelagem alazad. Dois animais jovens com idade
proxima a 2 anos e que ainda ndo haviam sido submetidos a colheita de
sémen, nao atingiam a ereg¢do quando contidos por cabresto. Apds a
retirada do cabresto no ambiente de colheita de sémen atingiam a erecao
e realizavam a monta possibilitando a colheita do sémen. Caracteristicas
como tempo de reagao e tempo de laténcia variaram de 29m39s a 1s e
7m53s a 1s, respectivamente.

Tais exemplos de variagdes individuais justificam o elevado CV das
caracteristicas comportamentais e ressaltam a importancia em se avaliar
e compreender o comportamento pré copula em garanhdes. Uma vez
identificados animais que apresentem comportamento fora dos
parametros meédios de normalidade, medidas durante o manejo da
colheita de sémen podem ser adotadas para busca agilizar/viabilizar o
trabalho com estes animais.

A escassa literatura referente ao tema, e o baixo nimero de
individuos avaliados na maior parte dos estudos limita o desenvolvimento

de parametros para classificar e comparar individuos de diferentes racas.
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3.4- Conclusoes:

- Os parametros médios de comportamento de garanhdes da raca
Mangalarga Marchador encontram-se dentro dos parémetros descritos
para a espécie.

- Nao foi observado diferenca nas caracteristicas de comportamento
pré copula nas diferentes faixas etarias avaliadas para garanhdes

adaptados ao regime de colheita de sémen.

4- EXPERIMENTO II: BIOMETRIA TESTICULAR E MENSURACOES
DAS GLANDULAS ACESSORIAS E AMPOLAS DO DUCTO
DEFERENTE DE GARANHOES DA RACA MANGALARGA
MARCHADOR

4.1- Objetivos:

- Descrever as principais medidas biométricas dos testiculos e verificar
um efeito de quatro faixas etarias nestas medidas em garanhdes da raca
Mangalarga Marchador.

- Descrever algumas mensuragdes das glandulas acessoérias e ampolas
do ducto deferente e verificar um efeito de quatro faixas etarias nestas
avaliagdes de garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

- Identificar alteragbes de posi¢cao e ao exame de ultrassom nos testiculos

de garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

4.2 Material e Métodos:

4.2.1- Localizag&o:

As avaliagbes foram realizadas apds colheitas de sémen entre os
meses de Janeiro de 2012 e Julho de 2013 nos estados de Minas Gerais
e Espirito Santo, Brasil. Latitudes variando entre 21.24°S e 19.91°S.

4.2.2- Animais:
Foram utilizados 101 garanhdes registrados ou controlados da raga

Margalarga Marchador com idade entre 2 e 21 anos. Os animais foram
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agrupados em quatro diferentes faixas etarias: 2-3 anos, 4-6 anos, 7-15

anos e mais de 15 anos.

4.2.3- Biometria testicular:

Para realizagdo das mensuragdes testiculares os garanhdes foram
contidos em troncos apos realizacédo de colheita de sémen, com auxilio de
paquimetro tinham as seguintes medidas avaliadas:

- Comprimento testicular: avaliagédo realizada entre a insergédo da cabecga
e a insergao da cauda do epididimo no testiculo (avaliagao craniocaudal).
- Largura testicular: maior diametro lateral de cada testiculo (avaliagéo
latero-medial).

- Altura testicular: avaliacdo entre o corpo do epididimo e sua extremidade
contra lateral na regido de maior didmetro (avaliagao dorso-ventral).

- Largura escrotal total: avaliagdo do maior didmetro escrotal latero-lateral,
abrangendo os dois testiculos posicionados ventralmente no escroto.

- Consisténcia: classificou-se a consisténcia testicular de 1-5 (1- flacido, 2-

ligeiramente flacido, 3- normal, 4- ligeiramente rigido, 5- rigido).

4.2.4- Avaliagdo ultrassonografica das gldndulas acessorias, ampolas do
ducto deferente e parénquima testicular:

Para realizagdo das avaliagdes os garanhdes foram contidos em
troncos, apds realizagdo da colheita de sémen foram submetidos a
avaliacao ultrassonografica por via transretal e externamente ao escroto
(parénquima testicular). Utilizou-se aparelho DP-2200 (Mindray®) na
frequéncia de 5 MHz.

Nas mensuragdes das glandulas acessorias foram utilizadas as
regides de maior diametro ao longo das seccgdes realizadas. As estruturas

avaliadas encontram-se representadas na figura abaixo:
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Figura 1: Desenho esquematico das glandulas acessorias e vesiculas seminais de garanhdes. Em
pontinlhado estédo os cortes ultrassonograficos que foram utilizados para mensuragdes. 1- Glandula Bulbo
Uretral; 2- Lobo prostatico direito; 3- Glandula vesicular; 4- Ampola do ducto deferente.

4.2.5- Analise estatistica:

Para as variaveis quantitativas, efetuaram-se os testes de Lilliefors
com intuito de verificar normalidade de distribuicdo dos dados, e Cochran
(numeros iguais de repeticdes dentro de cada nivel) e Bartllet (numeros
desiguais de repeticdes) para verificar a homogenicidade das variancias
dos grupos. Aqueles dados que ndo atenderam a premissa da ANOVA
foram submetidos a analise ndo paramétrica e as médias comparadas
pelos testes de Kruskal-Wallis com probabilidade de erro de 5%. As
variaveis que atenderam as premissas foram submetidas a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) com 5% de probabilidade de erro.

Foi utilizado o programa estatistico SAEG-UFV 9.1 (UFV, 2007).

4.3- Resultados e discussao:
Os dados referentes as caracteristicas biométricas dos testiculos

de garanhdes da raca Mangalarga Marchador encontram-se sumariados

na tabela 07, abaixo.
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Tabela 07: Médias + desvio padrdo das medidas testiculares (testiculos direito e
esquerdo) para as diferentes faixas etarias de garanhdes da raga Mangalarga

Marchador.
Faixa etaria
2-3 anos 4-6 anos 7-15 anos Mais de 15
(n=22) (n=42) (n=32) anos
(n=5)
Comprimento  TD 80,4+10,9° 863+79° 922+97° 91,2+91°
(mm) TE 837+92% 86185 907 £102  90,6+58 ane
Largura(mm) TD 49,8+6,1% 536+53* 569+75°" 58,8 +4,3°
TE 520+58° 532+6,0 574+75° 612+82%
Altura (mm) TD 554+75" 612+44° 624+61° 66,6 +4,6°
TE 581+43° 60,1+56%* 636+6,0° 66,6 +3,6°
Volume testicular TD 120,7 +41,6° 149,6 + 33,0° 174.,6 + 187,9 + 34,4°
(mm®) 47,9°
TE 134,6 +34,1° 146,2 + 35,6° 177,ob¢ 194,2 + 37,6°
47,3
Consisténcia®  TD 2,6+0,7° 3,0+0,5" 3,1+0,5" 2,8+0,4"
(1-5) TE 2,7+02" 3,0+02" 29+0,3" 3,2+0,2"
Diametro Escrotal Total 88,7 +10,9” 94,5+8,3° 104,14 108,6 +3,6 ©
(mm) 11,9°

Valores seguidos de letras diferentes (a, b, c) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis.

Valores seguidos de letras diferentes (A, B) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de SNK.
* Consisténcia: 1- Flacido, 2- Ligeiramente flacido, 3- Normal,4- Ligeiramente rigido, 5- Rigido

Conforme apresentado foi observado o efeito de idade para boa
parte das mensuragdes realizadas no testiculo de garanhdes. Nas quais,
animais mais jovens apresentam mensuragdes testiculares muitas vezes
menores que animais com idade superior a 7 anos (P<0,05).

O diametro escrotal total (DET) tem sido muitas vezes utilizado
para representar a avaliagao e discussdes sobre as medidas testiculares.
De acordo com esta avaliagédo, garanhdes de 2-3 anos apresentam menor
DET médio que animais de 4-6. Este segundo grupo apresenta ainda
médias de DET menor que animais com mais de 7 anos (7-15 anos e
mais de 15 anos) (P<0,05). Tais dados corroboram o0s expressos por
Thompson et al. (1979) que relatou efeito de idade para o tamanho dos
testiculos e observou que garanhdées com idade igual ou superior a sete
anos apresentam testiculos maiores que animais mais jovens.

Os valores médios relatados por Thompson et al. (1979) para LET
foram superiores aos observados no presente estudo para raga
Mangalarga Marchador. Este autor, relatou médias 9,6 cm, 10,0 cm e 10,9

cm respectivamente para os grupos 2-3 anos, 4-6 anos e mais de 7 anos.
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Ao avaliar medidas biométricas dos testiculos de animais da raca
campolina, Manso Filho et al. (2000) relatou maiores valores médios de
comprimento x largura dos testiculos (TE e TD- <5 anos: 9,7 x 6,2 e 8,6 x
6,9; entre 5 e 10 anos: 10,0 x 5,5 e 9,8 x 7,2; mais de 10 anos: 9,9 x6,8 e
9,9 x7,3) que as observadas no presente estudo.

Ao avaliar a LET de garanhdes de ragas pequenas (POneis)
Paccamonti et al. (1998), encontrou valores médios inferiores (7,56 cm)
aos observados no presente estudo.

As variagbes existentes na média das medidas testiculares entre
racas se devem provavelmente ao diferente porte destas ragas (Dowsett
& Knott, 1996; Paccamonti et al., 1998) e as caracteristicas expressadas
pela selegcédo e criagdo dos diferentes animais (Aurich et al., 2005). Tais
resultados ressaltam a importdncia de se conhecer as caracteristicas
reprodutivas de garanhdes dentro das diferentes ragas.

N&o foi observado (P<0,05) variacdo no volume dos testiculos
direitos e esquerdo. Foi observada uma alta correlacdo entre os volumes
dos testiculos (r=0,80).

As médias e os desvios padrao de medida das glandulas
acessorias e ampolas seminais para diferentes faixas etarias de
garanhdes da raga Mangalarga Marchador encontram-se sumariadas na
tabela 8.
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Tabela 8: Médias + desvio padrdo de medidas das glandulas acessérias e ampolas
seminais (direita e esquerda) para as diferentes faixas etarias de garanhdes da raga
Mangalarga Marchador.

Faixa etaria
2-3 anos 4-6 anos 7-15 anos Mais de 15 anos
(n=22) (n=40) (n=32) (n=5)

Largura Bulbo D 30,6+37" 30,6 +4,1" 35,7 +7,0° 40,4 +4,3°
uretral (mm) E 304+39° 29,8 +4,2° 35,0 +6,1° 38,0 +4,7°
Altura Bulbo Uretral D 16,1 +2,8" 18,3+2,7" 21,4+3,7° 23,0+2,7"°
(mm) E 158+21" 18,4 + 2,6" 21,5+4,1° 23,7 +4,3"
Largura Lobo D 17,6+3,3° 19,8 + 3,0° 23,1+4,0° 21,6 £ 3,2%
Prostatico (mm) E 16,9+35° 19,5+ 3,2° 233+4,1° 21,3+3,7%
Diametrototalda D 7,7 +2,0° 8,1+32" 11,7 +4,7" 12,2+ 21"
Vesicular (mm) E 80+25" 76+33" 11,2+ 37" 9,5+ 28"
DiametrodoLumen D  2,0+2,2" 2,5+ 3,4" 54 + 56" 6,6 +4,2°
da Vesicular (mm) E  2,6+2,38" 21+37" 43+44" 3,8+35"
Altura Ampola D 10,3+1,6" 11,5+ 1,8" 13,0 + 2,6° 17,4 +3,1¢
(mm) E 10,0+22" 11,2+1,9" 13,2 +3,3" 15,9 + 3,4*
Lamen Ampola D 04%09" 0,8+1,1" 1,0+1,0" 2,2+0,8°
(mm) E 03%08" 0,6 +0,9" 0,8+0,7" 1,7+1,0"

Valores seguidos de letras diferentes (a, b, c) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis.
Valores seguidos de letras diferentes (A, B) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de SNK.

Animais de 2-6 anos apresentam menores tamanhos das glandulas
bulbo uretrais que animais com mais de 7 anos (P<0,05). A ampola do
ducto deferente e o lobo prostatico sdo outras estruturas nas quais a
mensuragcao foi influenciada pela idade (P<0,05). Poucos estudos
descreveram as mensuragoes das glandulas acessorias em garanhdes. O
efeito da idade tem sido pouco discutido, mas aparentemente o
desenvolvimento das glandulas acessorias seguem o desenvolvimento
dos demais orgéos reprodutivos de garanhdes que atingem maxima
capacidade apés os 5 anos (Johnson & Neaves, 1981; Berndtson &
Jones, 1989).

Os valores médios de mensuragbes de glandulas acessoérias
encontrados no presente estudo encontram-se dentro das variagdes
observados para outras racas (Pozor & McDonnell, 2002). Uma série de
fatores pode influenciar nas medidas das glandulas acessérias, como:
estimulo sexual (Weber et al.,, 1990), tamanho do animal (Pozor &
McDoneell, 2002), status do garanhdao em um sistema extensivo de harém
(McDoneell & Pozor, 1995), dentre outros.

O pequeno numero de estudos desperta para necessidade de
maior conhecimento a respeito da mensuragao das glandulas acessorias

em garanhdes. Mesmo sendo local de raras alteragbes (Little & Holyeak,
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1992) a compreensao a respeito do assunto pode auxiliar clinicos na
identificacdo e diagndsticos de problemas nestas estruturas.
O numero de alteragcbes como hidrocele testicular e torgao

testicular encontram-se sumariados na tabela abaixo (tabela 9).

Tabela 9: Numero de casos de hidrocele e torgédo testicular em garanhdes da racga
Mangalarga Marchador nas diferentes faixas etarias.

Faixa etaria Local de alteragao Hidrocele testicular  Torgao testicular
2-3 anos Testiculo direito 0 1
(n=22) Testiculo esquerdo 1 1
Bilateral 2 1
4-6 anos Testiculo direito 2 3
(n=42) Testiculo esquerdo 0 1
Bilateral 1 1
7-14 anos Testiculo direito 2 0
(n=32) Testiculo esquerdo 0 2
Bilateral 0 1
+ 15 anos Testiculo direito 0 1
(n=5) Testiculo esquerdo 0 0
Bilateral 2 0
Geral Testiculo direito 4 5 (5%)
(n=101) Testiculo esquerdo 1 4 (4%)
Bilateral 5 3 (3%)
TOTAL 10 (10%) 12 (12%)

Ao avaliar 27 garanhdes da raga Campolina, Manso Filho et al.
(2000), reportaram 36% de torgdes unilaterais e 3,7% de torgdes
bilaterais. Tais valores de tor¢ao unilateral foram superiores ao reportado
pelo presente estudo. O fato de trabalhar com uma raca diferente e de
avaliar um menor numero de individuos pode ter influenciado neste
resultado.

Segundo Papa et al. (2011), intervengdes em casos de torgao
testicular sdo recomendo apenas naqueles em que sao observados
comprometimento vascular e queda na qualidade seminal.

Ao avaliar 100 garanhdes de 9 diferentes racas pelo exame de
ultrassonografia, Pozor (2005) reportou a incidéncia de 5 casos de

hidrocele. No presente estudo foram identificados 10 casos, no entanto
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nao foi observado nenhum caso de hidrocele grave, com grande acumulo
de liquido, sensibilidade dolorosa e redugdo no tamanho dos testiculos.
Todos animais diagnosticados apresentavam ao menos 60% de
motilidade total e no maximo 50% de alteracées morfoldgicas. Diversos
relatos de casos de hidrocele vém sendo reportados (Bartholomew et al.,
2003; Schmitt et al., 2009), como pdde ser observado no presente estudo
nao sao raros em garanhdes. A intervengcdo mais adequada nos casos de
hidrocele vai depender da influéncia desta alteracdo na saude reprodutiva
do animal. Medidas como: manter o animal em ambiente aberto e/ou em
exercicio, aplicagao de gelo associada a hidroterapia, castragao unilateral,
uso de antiinflamatérios, diuréticos, drenagem do liquido acumulado
podem ser indicadas em fung¢do do quadro do animal. O mais importante
nos casos de hidrocele é buscar identificar a causa uma vez que muito
dos tratamentos sugeridos s&o apenas paliativos (Brinsko et al., 2011).
Garanhbes afetados por hidrocele ou torcdo testicular devem ser
periodicamente avaliados para verificar efeitos destas alteracbes nas

caracteristicas reprodutivas.

4.4- Conclusoes:

- Os valores de biometria testicular de garanhbdes da raga Mangalarga
Marchador se encontram dentro dos parametros descritos para outras
ragas de mesmo porte.

- Existe influéncia da idade na avaliacdo das medidas biométricas dos
testiculos e das glandulas acessorias de garanhdes da raga Mangalarga
Marchador.

- A torgéo e hidrocele testiculares acontecem em torno de 10 e 12% dos

animais da raca Mangalarga Marchador.



5- EXPERIMENTO lll: PARAMETROS SEMINAIS DE GARANHOES DA
RACA MANGALARGA MARCHADOR

5.1- Objetivos:

- Descrever os seguintes parametros seminais de garanhdes da raga
Mangalarga Marchador: aspecto, volume sem gel, volume de gel,
concentragdo, motilidade total, motilidade progressiva, integridade de
membrana plasmatica, vigor, numero total de espermatozoides no
ejaculado, numero total de espermatozoides moveis e normais, e
alteragcdes morfologicas nos espermatozoides para diferentes faixas

etarias.
5.2 Material e Métodos:

5.2.1- Localizagéo:

As avaliagbes foram realizadas apds colheitas de sémen entre os
meses de Janeiro de 2012 e Julho de 2013 nos estados de Minas Gerais
e Espirito Santo, Brasil. Latitudes variando entre 21.24°S e 19.91°S.

5.2.2- Animais:

Foram utilizados 107 garanhdes registrados ou controlados da raga
Margalarga Marchador com idade entre 2 e 21 anos. Os animais foram
agrupados em quatro diferentes faixas etarias: 2-3 anos, 4-6 anos, 7-15

anos e mais de 15 anos.

5.2.3- Colheita de sémen:

Antes do inicio das avaliagbes os garanhdes que n&o estavam em
regime de colheita de sémen passaram por um periodo de trés dias com
duas colheitas diarias. As colheitas para avaliagbes eram realizadas de
48-72 horas apos a ultima colheita do garanh&o. Para colheita de sémen
utilizou-se éguas em estro devidamente contidas com peias, vagina
artificial modelo Botucat® preenchida com agua aquecida a 45°C.

Devido ao fato do estudo ser realizado em propriedades

particulares buscou-se em funcdo da disponibilidade realizar duas
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colheitas de cada garanh&o com intervalo de uma hora para realizagao

das avaliagdes.

5.2.4- Avaliagcdo do sémen:

Apobs as colheitas o sémen foi levado ao laboratorio equipado com
placa aquecedora e microscopio Optico para realizacdo das avaliagoes;
- Aspecto: foi avaliado apés visualizagado da coloragdo do ejaculado. Foi
utilizada classificagdo de 1-3, para os seguintes aspectos: 1- aquoso, 2-
opalescente, 3- leitoso.

- Volume sem gel do ejaculado: foi avaliado em provetas de 250 mL

graduadas de 2 em 2 mL, previamente aquecidas.

- Volume de gel do ejaculado: a fragédo gelatinosa foi separada do restante

do ejaculado por meio de filtros de colheita de sémen. Este gel retido no
filtro foi entdo avaliado em provetas de 250 mL graduadas de 2 em 2 mL.

- Motilidade total, progressiva e vigor do sémen fresco e diluido: as

avaliagdes foram realizadas por técnicos experientes, pelo método de
duplo cego. As laminas eram analisadas em objetiva de 10x e 40x para
estimar os parametros em questdo. O sémen diluido foi avaliado apds
diluicgo de 1:1 em meio comercial Botusemen®. Os parametros
registrados para os garanhdes foram os maiores valores médios destas
variaveis dentro das analises do sémen fresco ou logo apés a diluigao.

- Concentracao: foi realizada pelo método de camara de neubauer. Para

tal, dilui-se o sémen em agua destilada (taxa de diluicdo 1:20, quando do
aspecto aquoso e 1:100 quando do aspecto opalescente ou leitoso). A
contagem foi realizada sobre objetiva de 40x sendo o valor da
concentragao ajustado em fungdo do numero de espermatozoides e da
taxa de diluigcéo.

- Teste de integridade da membrana plasmatica (supravital): foi realizada

utilizando o corante eosina-nigrosina a 0,5%. Amostras de 10 pL do
sémen foram incubados com 10 pyL do corante em placa aquecedora a
37°C por 3 min. Apds incubagdo confeccionou-se um esfregaco para
realizacdo da leitura. Foram classificados como membrana integra os
espermatozoides que nado se coraram € membrana lesada aqueles que

apresentaram o nucleo corado em vermelho.
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- Avaliacdo da morfologia espermatica: Uma amostra de 100 yL do sémen

foi acondicionada em tubos plasticos de 1,5 mL contendo 1,0 mL de
solugao de formol salino (Hancock, 1957) pré aquecido a 37°C. A analise
da morfologia foi realizada por preparo de camara umida em microscopia
de contraste de fase, com aumento de 1000 x, seguindo classificagao
descrita por Blom (1973), onde as anormalidades foram divididas em
defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais.

- Numero total de espermatozoides no ejaculado (NTE): foi calculado pela

multiplicagao entre o volume sem gel e a concentragao do ejaculado.
- Numero total de espermatozoides moéveis e normais no ejaculado
(NTEMN): foi calculado pela multiplicacgo do numero total de

espermatozoides no ejaculado pela motilidade total e pelo percentual de

espermatozoides normais no ejaculado.

5.2.5- Andlise estatistica:

Para as variaveis quantitativas, efetuaram-se os testes de Lilliefors
com intuito de verificar normalidade de distribuicdo dos dados, e Cochran
(numeros iguais de repeticdbes dentro de cada nivel) e Bartllet (nUmeros
desiguais de repeticdes) para verificar a homogenicidade das variancias
dos grupos. Aqueles dados que ndo atenderam a premissa da ANOVA
foram submetidos a analise ndo paramétrica e as médias comparadas
pelos testes de Kruskal-Wallis com probabilidade de erro de 5%. As
variaveis que atenderam as premissas foram submetidas a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) com 5% de probabilidade de erro.

Foi utilizado o programa estatistico SAEG-UFV 9.1 (UFV, 2007).
4.3- Resultados e discussao:

Os resultados relativos aos parametros seminais (aspecto,
motilidade total, motilidade progressiva, vigor, volume sem gel, volume de
gel, volume total, concentracéo, integridade da membrana plasmatica e
numero total de espermatozoides) de garanhbes da raca Mangalarga

Marchado, submetidos a duas colheitas de sémen intervaladas de uma
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hora, para as diferentes faixas etarias encontram-se sumariados na tabela

10.

Tabela 10: Média + desvio padrédo de pardmetros seminais de garanhdes da raca
Mangalarga Marchador submetidos a duas colheitas de sémen intervaladas de uma hora
e agrupados em diferentes faixas etarias.

Parametro Colheita Faixa etaria
2-3 anos 4-6 anos 7-15 anos + 15 anos Média
geral
Aspecto 1 22+07" 2,4+06" 23+06" 1,8+0,8" 23
(1-3%) (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
2 1,7+0,6" 1,6 +0,5" 1,7+0,6" 1,4 +0,5" 1,6
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Motilidade Total 1 70,4 + 14,8" 72,1+ 154" 76,8 + 7,2 73,3+ 11,2 73,3
(0-100%) (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
2 77,3+37" 75,2 + 6,8" 76,8 + 8,7 77,0+ 7,6 76,3
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Motilidade 1 61,1+ 171" 65,0 + 16,1 71,2+9,0° 66,7 + 11,7°® 66,2
Progressiva (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
(0-100%) 2 68,3 + 8,2" 68,6 + 9,2* 71,0+ 10,1* 66,0 + 14,7" 69,2
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Vigor 1 3,2+06" 3,4+0,6% 36+05° 3.4 +04"® 34
(0-5) (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
2 3,2+06" 3,4 +04%® 36+05° 3,6 +0,4"® 34
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Volume sem gel 1 36,9 + 26,1" 45,9 + 24 1* 61,2 + 30,5 64,5+ 19,1 49,9
(mL) (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
2 31,6 + 23,4 30,6 + 14,3" 45,5 + 28,0* 80,0 + 89,8° 38,7
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Volume de gel 1 1,1+24% 7.6 +12,9" 21,2+ 451" 23,7 +30,8" 11,4
(mL) (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
2 3,1+57" 29+59" 7,2 +£19,9% 44 +43" 45
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Volume total 1 37,9 + 26,2 53,5+ 29,9" 82,5 +50,3° 88,2 + 40,1° 61,3
(mL) (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
2 34,7 + 23,3 33,5+ 182" 52,7 + 34,4 84,4 + 87,5° 432
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Concentracéo 1 153,3+ 106,6"  177,3+ 117,5" 152,0 + 97,9* 93,7 + 70,4 159,4
(x 10° sptz./mL) (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
2 81,9 + 50,2 75,7 + 51,9 76,8 + 52,5" 38,4 + 28,6" 75,0
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Membrana 1 71,3+ 14,3 74,0 + 11,0° 73,2+ 12,0° 67,3 + 13,0° 72,8
integra (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
(0-100%) 2 70,7 +7,7% 75,7 +7,2% 73,9 + 10,8 70,8 + 14,9 73,9
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)
Numero total de 1 50+ 4,0" 6,9 + 4,9 8,2 +44° 50+ 2,0 6,8
espermatozoides (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
(x10°%) 2 2,3+2,0"® 20+1,3" 30+1,7° 1,5+0,5 24
(n=15) (n=37) (n=30) (n=5) (n=87)

* Aspectos: 1- Aquoso, 2- Opalescente, 3- Leitoso.

Valores seguidos de letras diferentes (a, b, c) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de

Kruskal-Wallis.

Valores seguidos de letras diferentes (A, B) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de SNK.

Nao foram observadas diferencas (P>0.05) entre as médias dos

parametros: aspecto, motilidade total, volume de gel, concentragcédo e

membrana integra em funcao das diferentes faixas etarias.

Os valores médios de motilidade total foram semelhantes aos

descritos para ragas como Thoroughbreed, Shetland, Appaloosa, Ponei,

Palomino e Quarto de Milha que foram respectivamente, 71, 70, 73, 70,
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74%. Foram inferiores aos valores médios descritos para as ragas Arabe
e Standardbreed, respectivamente, 85 e 79% (Dowsett & Knott, 1996).

Os valores de motilidade progressiva observados no presente
estudo encontram-se dentro das médias descritas por Parlevliet et al.
(1994) para garanhdes da raga Dutch Warmblood (68%).

A variavel volume total apresentou médias maiores (P<0,05) para
animais acima de 7 anos quando comparado com animais de 2-3 anos na
primeira colheita. O numero total de espermatozoides foi maior para
animais com idade entre 7-15 anos que animais de 2-3 anos. Dowsett &
Knott (1996) relataram maior produgdo espermatica para animais com
idade entre 4-6 anos. Estes mesmos autores encontraram volume total
médio inferior para animais com idade acima de 14 anos (35,3 mL).

A variavel volume de gel no ejaculado mostrou grande variagao
para animais da raga Mangalarga Marchador (0-200 mL). Das 194
colheitas realizadas, 60% nao houve liberacdo da fracdo gelatinosa no
ejaculado. Animais que produzem grande volume de gel no ejaculado
apresentam dificuldade na manipulagao do sémen. O filtro acoplado ao
copo coletor que possui a fungdo de separar a fragdo gelatinosa nao se
mostrou eficiente em manter sua funcionalidade com grande volume de
fracdo gelatinosa. Nos animais com grande volume de gel (acima de 100
mL) a fragdo nao gelatinosa pode se misturar com o volume de gel,
pendendo-se boa parte de espermatozoides ou toda fracdo nao
gelatinosa na tentativa de separar estas fragbes com auxilio de seringa.
Para estes animais se mostra interessante a realizacdo de colheita
fracionada, desta forma, a fracdo gelatinosa pode ser separada ao
selecionar apenas as primeiras fragdes do ejaculado. Esta colheita
fracionada pode ser realizada utilizando vagina artificial modelo fechado,
apos as trés primeiras contragdes ejaculatérias as demais fragées do
ejaculado podem ser retidas posicionando uma das maos entre o copo
coletor e o tubo rigido da vagina artificial (na por¢cao externa da mucosa
plastica). Tal metodologia viabilizou o processamento de sémen de alguns
garanhdes que apresentavam tais caracteristicas.

O numero total de espermatozoides produzidos por garanhdes da

raca Mangalarga Marchador apresentou-se diferente (P<0,05) para as
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classes de idade avaliadas. Animais de 7-15 anos apresentam maior
producédo de espermatozoides que animais de 2-3 anos. Segundo Hess &
Roser (2005), a puberdade em garanhdes ocorre entre 10 e 24 meses e a
fase que se segue que é a de maturagdo sexual ocorre de 2-5 anos.
Animais de 2-3 anos encontram-se em fase de desenvolvimento dos
aspectos reprodutivos, fato que resulta em uma menor producdo de
espermatozoides por animais nesta faixa etaria.

O numero total de espermatozoides produzidos pelos animais no
presente estudo (6,8 bilhdes) encontram-se acima dos valores descritos
para outras ragas de mesmo porte, como: Thoroughbreed,
Standardbreed, Quarto de milha e Appaloosa (5,0; 4,7; 5,4; 3,3).
Encontra-se abaixo dos valores descritos para raca Arabe (12,7) (Dowsett
& Knott, 1996).

Tabela 11: Média + desvio padrdao dos defeitos morfolégicos e numero total de
espermatozoides moéveis e normais no ejaculado (TSMN) de garanhdes da raca
Mangalarga Marchador para diferentes faixas etarias.

Parametr Colheita Faixa etaria
(0]
2-3 anos 4-6 anos 7-15 anos + 15 anos Média
geral
Defeitos 1 24,9+ 12,1" 21,4+14,00 16,4+8,0" 22,0+8,3" 20,6
maiores (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
(%) 2 19,9 +8,1" 17,7£10,7" 154+92" 216+86" 17,6
(n=15) (n=37) (n=29) (n=5) (n=86)
Defeitos 1 52+42" 73x56" 54+36" 57 +3,3" 6,2
menores (n=23) (n=44) (n=34) (n=6) (n=107)
(%) 2 55+37" 59+41" 56+43" 52+ 1,6" 5,7
(n=15) (n=37) (n=29) (n=5) (n=86)
Defeitos 1 30,1+ 14,6 28,7+17,5" 215+99" 27,7+89" 26,8
totais (n=23) (n=37) (n=34) (n=6) (n=107)
(%) 2 25,4+8,9" 236+12,9" 208+99" 268+92" 23,2
(n=15) (n=37) (n=29) (n=5) (n=86)
TSMN* 1 28+24" 36+21" 54+36° 2,7+1,6" 4,0
(x10%) (n=23) (n=44) (n=33) (n=6) (n=107)
2 1,3+1,1"%  12+08° 20+1,3" 0,9 +0,3*° 1,4
(n=15) (n=37) (n=29) (n=5) (n=86)

Valores seguidos de letras diferentes (A, B) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de SNK.

Nao foi observado diferenga (P>0,05) entre defeitos maiores,
defeitos menores e defeitos totais para as diferentes faixas etarias de
garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

Os valores médios de espermatozoides normais encontrados no
presente estudo (73,2%) corroboram o apresentado para outras ragas,

como: Swedish Warmblood (72,7%) (Einarsson et al., 2009) e Estonian
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breed (74,4%) (Kavak et al., 2004). Tais valores encontram-se acima dos
valores descritos para outras ragas: Quarto de milha (68,1%), Apalosa
(65,6%), Palomino (41,1%) (Dowsett & Knott, 1996).

A quantidade de espermatozoides mdveis e normais encontram-se
abaixo dos valores descritos para raca Dutch Warmblood que obteve
falores préximos a 5,0 bilhdes de espermatozoides (Parlevliet et al.,
1994). Paccamonti et al. (1998) relatavam valores médios de 1,7 bilhdes
de espermatozoides moveis e normais para animais da raga Ponei,
valores médios abaixo dos encontrados no presente estudo. Os valores
médios observados para animais da raca Mangalarga Marchador (4,7
bilhées) encontram-se dentro dos padrdes exigidos pela Society For
Theriogenology que seria de dois bilhdes de espermatozoides com
motilidade progressiva e normais obtidos em duas colheitas de sémen
intervaladas de uma hora (citado por: Sieme, 2009).

Os parametros seminais vao sofre influéncia de uma série de
fatores, como: idade, frequéncia de colheitas, volume testicular, condi¢des
patoldgicas, nutricdo, método e estimulos durante a colheita, estagdo do
ano e raca (Bielanski & Kaczmarski, 1979; Voss et al., 1981; Dowsett &
Pattie, 1987; Jannet et al., 2003; Sieme et al., 2004; Turner, 2005; Sieme,
2009). A falta de padréao nas metodologias adotadas para avaliar os
parametros seminais da diferentes ragas limitam a precisdo na
comparagao de resultados. No presente estudo buscou-se determinar tais
padrbes para animais em regime de colheita de sémen possuindo
intervalo entre ultima colheita maximo de 72 horas. Este modelo foi
adotado em fungao de se tratar da forma como garanhdes sdo manejados
na maior parte dos programas de reproduc¢do no Brasil que € de trés
colheitas semanais.

Desta forma, como apresentado, o efeito da raca em algumas das
caracteristicas seminais € evidente. O desenvolvimento de estudos
amplos que avaliem as caracteristicas seminais de garanhdes da raga
Mangalarga Marchador podem contribuir, somado ao estudo de Vale
(1976), para maior compreensdo e avaliagdo dos animais desta

importante raca.
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5.4- Conclusoes:

- Caracteristicas seminais como: motilidade progressiva, vigor, volume
total do ejaculado e numero total de espermatozoides viaveis de
garanhdes da ragca Mangalarga Marchador possuem efeito de idade em
suas quantidades.

- Garanhdes que produzem volume de gel acima de 100 mL devem
passar por método de colheita fracionado para viabilizar a manipulacédo do
sémen e reduzir a perda de espermatozoides.

- Em média garanhdes da raga Mangalarga Marchador ejaculam quatro

bilhdes de espermatozoides moéveis e normais.
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6- EXPERIMENTO IV: RESISTENCIA AO REFRIGERAMENTO E
CONGELAMENTO DE SEMEN DE GARANHOES DA RACA
MANGALARGA MARCHADOR

6.1- Objetivos:

- Descrever a resisténcia do sémen de garanhdes da raca Mangalarga
Marchador ao armazenamento por 12 horas a 15°C.

- Descrever a resisténcia do sémen de garanhdes da ragca Mangalarga
Marchador ao armazenamento por 24 horas a 5°C.

- Descrever os parametros fisicos do sémen de garanhdes da racga

Mangalarga Marchador apds congelamento e descongelamento.
6.2 Material e Métodos:

6.2.1- Localizagdo:

As avaliagbes foram realizadas apds colheitas de sémen entre os
meses de Janeiro de 2012 e Julho de 2013 nos estados de Minas Gerais
e Espirito Santo, Brasil. Latitudes variando entre 21.24°S e 19.91°S.

6.2.2- Animais:

Foram utilizados 94 garanhdes registrados ou controlados da raga
Margalarga Marchador com idade entre 2 e 21 anos. Os animais foram
agrupados em quatro diferentes faixas etarias: 2-3 anos, 4-6 anos, 7-15

anos e mais de 15 anos.

6.2.3- Colheita de sémen:

Antes do inicio das avaliagbes os garanhdes que n&o estavam em
regime de colheita de sémen passaram por um periodo de trés dias com
duas colheitas diarias. As colheitas para avaliagbes eram realizadas de
48-72 horas apos a ultima colheita do garanh&o. Para colheita de sémen
utilizou-se éguas em estro devidamente contidas com peias, vagina
artificial modelo Botucatu® preenchida com agua aquecida a 45°C.

Devido ao fato do estudo ser realizado em propriedades

particulares buscou-se em funcdo da disponibilidade realizar duas
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colheitas de cada garanh&o com intervalo de uma hora para realizagao

das avaliagdes.

6.2.4- Processamento do sémen refrigerado:

Apos a colheita o ejaculado foi diluido na proporgéo de 1:1 com
diluidor a base de leite em pd (Botusemen®) até que fosse determinada a
concentracido. A concentracéo foi determinada pelo método de camara de
Neubauer. Para ejaculados com concentracéo acima de 70 x 10° sptz/mL,
foi retirado volume suficiente para uma dose de 1 bilhdo de
espermatozoides totais. Este volume teve a concentragdo reajustada
entre 25-50 x 10° espermatozoides por mL na menor proporcdo de
diluidor:sémen (2:1 a 9:1) para trabalhar neste intervalo de concentracéo
(tabela 12). Amostras que possuiam concentracdo abaixo de 70 x 10°
sptz/mL foram centrifugada (600 g/10 min.), tinham o sobrenadante
descartado, o pellet era resuspendido com Botusémen®, retirava-se a
dose de 1 bilhdo de espermatozoides totais e a concentragcdo era
determinada e reajustada entre 25-50 milhdes de espermatozoides por

mL.

Tabela 12: Concentracdo espermatica e taxa de diluicdo proporcional para ajuste da concentragao
do sémen a ser refrigerado.

Concentragao (x 10° espermatozoides por Proporcao diluidor:sémen

mL)
<70 Centrifugacao

70-150 2:1

151-200 3:1

201-250 4:1

251-300 5:1

301-350 6:1

O sémen foi entdo acondicionado em bisnasgas plasticas estéreis,
teve o ar retirado e o volume ajustado em outro frasco com agua a
temperatura ambiente para 150 a 200 mL. Uma dose preparada foi
refrigerada a 15°C/12 horas e outra dose a 5°C/24horas em container
comercial (Botuflex®) para posteriores analises.

6.2.4.1- Analise do sémen refrigerado:
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Antes das analises o sémen refrigerado foi reaquecido em banho
maria a 37°C por 5 minutos. Foram realizadas as seguintes analises deste
sémen:

- Motilidade total, progressiva e vigor: as avaliagdes foram realizadas por

técnicos experientes, pelo método de duplo cego. As laminas eram
analisadas em microscopio optico nas objetivas de 10x e 40x para estimar
0os parametros em questdo. As laminas, laminulas e ponteiras foram pré
aquecidas em placa aquecedora.

- Teste de integridade da membrana plasmatica (supravital): foi realizada

utilizando o corante eosina-nigrosina a 0,5%. Amostras de 10 pyL do
sémen foram incubados com 10 pL do corante em placa aquecedora a
37°C por 3 minutos. Apds incubagdo confeccionou-se um esfregago para
realizacdo da leitura. Foram classificados como vivos os espermatozéides
que nao se coraram e como mortos aqueles que apresentaram o nucleo

corado em vermelho.

6.2.5- Processamento do sémen para congelamento:

Apods diluicdo do sémen fresco na proporcdo de 1:1 com diluidor
comercial (Botusemen®) 0 sémen era avaliado. Apenas ejaculados com
motilidade total acima de 40% foram submetidos ao processamento para
congelamento.

O sémen diluido foi entdo acondicionado em tubos conicos de 15
mL sendo submetidos ao processo de centrifugacao (600 g/10min.). O
sobrenadante foi descartado e o pellet de espermatozoides resuspendido
com diluidor de congelamento comercial (Botucrio®). A concentracéo foi
determinada pelo método de camara de neubauer e reajustada para 200 x
10° espermatozéides/mL. As amostras foram envazadas em palhetas de
0,5 mL, colocadas na rampa de congelamento e submetidos ao processo
de refrigeramento em geladeira comercial (conservadora Minitube®) por
20 minutos. Apds este periodo a rampa contendo as palhetas foram entao
transferidas para caixa de isopor que continha 5 cm de nitrogénio liquido.
A rampa de congelamento possuia uma base de isopor que mantinha as
palhetas a 6 cm do nivel do nitrogénio, neste recipiente as amostras eram

mantidas por mais 20 minutos. Posteriormente as palhetas foram
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mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em botijdo de

nitrogénio para posteriores analises.

6.2.5.1- Analise do sémen congelado:

Cada amostra foi descongelada em banho-maria a 37°C por 30
segundos. Diluiu-se 100 pL de sémen em 200 uL de Botucrio® (pre-
aquecido a 37°C) em tubos plasticos. As leituras foram realizadas em
aparelho IVOS-Ultimate® da Hamilton-Thorn Bioscience, sendo utilizado o
programa Animal Motility para andlise dos dados. O aparelho foi
previamente ajustado para analise do sémen equino, nas configuragdes
que se seguem no anexo 1. As caracteristicas de movimento espermatico
analisadas foram: motilidade total (MOT, %) motilidade progressiva
(PROG, %), velocidade de trajeto (VAP, pm/s), velocidade progressiva
(VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, pm/s), amplitude do
deslocamento lateral da cabeca (ALH, um), freqiéncia de batimentos
flagelares (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %). Os
exames foram realizados no Laboratério de Reproducdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o

Paulo, campus Pirassununga-SP.

6.2.6- Analise estatistica:

Para as variaveis quantitativas, efetuaram-se os testes de Lilliefors
com intuito de verificar normalidade de distribuicdo dos dados, e Cochran
(numeros iguais de repeticbes dentro de cada nivel) e Bartllet (nUmeros
desiguais de repeticdes) para verificar a homogenicidade das variancias
dos grupos. Aqueles dados que nao atenderam a premissa da ANOVA
foram submetidos a analise ndo paramétrica e as médias comparadas
pelos testes de Kruskal-Wallis com probabilidade de erro de 5%. As
variaveis que atenderam as premissas foram submetidas a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) com 5% de probabilidade de erro.

Foi utilizado o programa estatistico SAEG-UFV 9.1 (UFV, 2007).
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6.3- Resultados e discussao:

As médias relativas a resisténcia aos diferentes protocolos de

refrigeramento encontram-se sumariadas na tabela 13 abaixo:

Tabela 13: Médias * desvios padrdo das meédias para os pardmetros seminais
analisados do sémen de garanhbes da ragca Mangalarga Marchador submetidos ao

refrigeramento (15°C/12 horas e 5°C/24 horas) divididos em diferentes faixas etarias.

Parametro Colheita Faixa etaria
2-3 anos 4-6 anos 7-15 anos + 15 anos Média
Motilidade R12 656+120" 63,6+161" 66,0+x115" 587+144" 64,4
Total (%) (n=17) (n=25) (n=25) (n=4)
R24 57,2+18,5" 60,3+13,8" 60,8+154 54,0 + 20,1 59,3
(n=18) (n=29) (n=25) (n=5)
Motilidade R12 57,4+150" 546+193" 574+144" 512+155" 56,1
Progressiva (n=17) (n=25) (n=25) (n=4)
(%) R24 50,3+19,6" 534+144" 542+16,6 47,0+ 23,9 52,5
(n=18) (n=29) (n=25) (n=5)
Vigor (0-5) R12 32+0,5" 31+0,7" 32+0,5" 30+0,7" 3,2
(n=17) (n=25) (n=25) (n=4)
R24 2,7+0,6" 2,8+0,5" 3,0+0,5" 2,4+0,7% 2,8
(n=18) (n=29) (n=25) (n=5)
SV (%) R12 69,2+13,9 71,0£127 70,2+ 12,1 73,2+ 10,8 70,4
(n=17) (n=25) (n=25) (n=4)
R24 67,5+9,8 66,9+10,6° 67,5+11,3%  658+12,2° 67,2
(n=18) (n=29) (n=25) (n=5)
QMT (%) R12  129+97" 112+128" 114£109" 150+158" 11,9
(n=17) (n=25) (n=25) (n=4)
R24 18,9+ 164" 145+111* 16,2+12,9" 240+164" 16,7
(n=18) (n=29) (n=25) (n=5)
QMP (%) R12  141+£115" 136+147" 132+132" 137+17,0" 13,6
(n=17) (n=25) (n=25) (n=4)
R24 17,2+181" 153+122" 172+151" 24,0+21,0" 16,9
(n=18) (n=29) (n=25) (n=5)
Queda vigor R12 0,4+0,3" 0,5+0,6" 0,6 +0,5" 0,1+0,2" 0,5
(0-5) (n=17) A (n=25) A (n=25) A (n=4) A
R24 0,7+0,5 0,7+0,6 0,8+0,5 1,407 0,8
(n=18) (n=29) (n=25) (n=5)

SV: Integridade da membrana plasmatica, QMT: queda na motilidade total, QMP: queda na motilidade
progressiva.

Valores seguidos de letras diferentes (a, b, c) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis.

Valores seguidos de letras diferentes (A, B) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de SNK.

Nao foram observadas diferengas (P>0,05) entre os parametros de
sémen refrigerado avaliados frente as diferentes faixas etarias.

Os parametros médios observados encontram-se dentro do
recomendado pela World Breeding Federation for Sport Horses (WBFSH,
2014), todos os grupos apresentaram valores médios de motilidade
progressiva acima de 35%. Dos animais avaliados no presente estudo,

1% (8/71) e 13% (10/77) apresentavam parametros inferiores ao
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recomendado pela WBFSH para o sémen refrigerado por 12 e 24 horas,
respectivamente.

Darenius (1998) sugere que para garanhdes serem utilizados em
programa de |A com sémen refrigerado, apds submetidos ao
refrigeramento por 12 horas, deveriam apresentar uma redugdo na
motilidade inicial ndo superior a 30% e uma motilidade final minima de
40%. Valores médios que se adequam a estes foram obtidos para
garanhdes da raga Mangalarga Marchador (QMT média: 11,9%, MP final:
56,1%).

Brisko et al. (2000) ao classificar garanhdes quanto a resisténcia ao
procedimento de refrigeramento de sémen por 24 horas, cita dois grupos:
alta e baixa qualidade. Animais de baixa qualidade sdao aqueles que
apresentam reducgao superior a 40% na motilidade progressiva. Apesar do
valor médio de queda no parametro MP para garanhdes da raga
Mangalarga Marchador ser de 16,7% a variagdo de queda neste
parametro foi de 0-65%. Ou seja, apesar da média de queda na MT
apresentar dentro do intervalo de animais tidos como refrigeradores de
sémen de boa qualidade, existem individuos que n&o apresentaram
resultados satisfatorios através da metodologia adotada no presente
estudo.

Ao avaliar oito ejaculados de quatro garanhdes (raga vasterbo steri)
submetidos ao processamento para refrigeramento por 24 horas, Morrell
et al. (2009) observaram valores médios inferiores a motilidade
observadas no presente estudo para avaliagdes subjetiva (MT:31%) e
para avaliagdo no CASA (MT:33,3; MP:9,7). Apds processamento em
gradiente de centrifugacdo para selegdo espermatica (Androcoll-E®) os
parametros avaliados no CASA aumentaram para MT:61,7 e MP:49,8.

Ao avaliar parametros fisicos do sémen refrigerado a 5 C°24 horas
(container: Botutainer®) de oito garanhdes de diferentes ragas pelo
sistema CASA, Monteiro et al. (2013) encontraram o0s seguintes
parametros para sémen colhido por vagina artificial: MT:60,2% e
MP:30,8%. Os valores de motilidade total encontram-se préximo dos
observados no presente estudo. Estes mesmos autores relataram

percentual de integridade de membrana plasmatica abaixo dos valores
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médios do presente estudo (43,1%). Para esta andlise os autores
trabalharam com metodologia de sondas fluorescentes.

Em levantamento de dados de programa comercial realizados por
Heckenbichler et al. (2011) foram avaliadas 211 amostras de sémen
refrigerado de 67 garanhdes. A temperatura média do sémen relatada foi
de 9,8 graus. Apds avaliagdo computadorizada do movimento
espermatico relatou-se MT média de 83% e MP média de 58,6%. Estes
valores encontram-se acima do relatado no presente estudo, no entanto,
a nao informacéo do tempo de armazenamento limita comparagdes entre
os resultados.

Papa et al. (2014) relataram valores médios de MT e MP
respectivamente, 60,5% e 33,8% para amostras de 8 garanhdes
refrigeradas a 5°C por 24 horas. Tais valores encontram-se abaixo do
encontrado no presente estudo para garanhdes da raga Mangalarga
Marchador. A metodologia foi semelhante a do presente estudo, no
entanto, ndo foi citada a raca dos animais avaliados.

Os valores médios e desvio padrao das caracteristicas fisicas do
sémen congelado de garanhdées da raga Mangalarga Marchador
encontrados no presente estudo encontram-se sumariadas na tabela
abaixo (tabela 14):

58



Tabela 14: Médias + desvio padrdo da média para caracteristicas fisicas do sémen

congelado de garanhdes da raga Mangalarga Marchador para diferentes faixas etarias.

Parametro  Colheita Faixa etaria
2-3 anos 4-6 anos 7-15 anos + 15 anos Média
Motilidade 1 58,0+21,2° 625+136° 63,1+174% 456+13,6° 60,9
total (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
(%) 2 67,2 +143" 629+141" 595+214" 420+213" 614
(n=12) (n=32) (n=31) (n=3)
Motilidade 1 41,7+17,2° 453 +13,0° 453+151% 30,4+10,4° 43,8
progressiva (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
(%) 2 502 +121% 452+12,8% 431+171% 293+17,6% 445
(n=12) (n=32) (n=31) (n=3)
VAP 1 776+125% 771+92% 80,0+10,8° 71,9+10,5° 77,6
(u/s) (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
2 795+11,4% 77,7+10,3* 80,1+11,8° 76,6+ 14,8° 79,1
(n=12) (n=32) (n=31) (n=3)
VSL 1 66,2 + 169" 65,3+ 8,8" 67,1+88" 599+81" 66,2
(u/s) (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
2 676+84" 657+91" 680+98" 652+12,0" 66,9
(n=12) (n=35) (n=31) (n=3)
VCL 1 144,8 + 39,0 1434 +14,3" 1499+ 17,3 1425+136" 1449
(u/s) (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
2 146,4 + 18,9" 1435+ 158" 150,8 + 182" 150,8 +28,9" 147,
(n=12) (n=32) (n=31) (n=3)
ALH 1 82+79" 6,1+0,7" 6,3+0,8" 6,4+0,5" 6,6
(um) (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
2 6,1+0,7" 6,0+0,6" 6,3+0,8" 6,5+1,0" 6,1
(n=12) (n=32) (n=31) (n=3)
BCF 1 359+128" 320+41" 323+43" 356+1,8" 33,1
(Hz) (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
2 345+29" 323+48" 328+50" 348%17" 33,0
(n=12) (n=32) (n=31) (n=3)
STR 1 80,3+ 10,3" 839+32" 837+31" 828+28" 83,1
(%) (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
2 846+29" 837+29" 837+29" 840%1,0" 83,9
(n=12) (n=32) (n=31) (n=3)
LIN 1 448+34" 468+57" 459+46" 434+23" 45,9
(%) (n=17) (n=38) (n=29) (n=5)
2 474 +37" 469+46" 46,1+46" 437+06" 46,6
(n=12) (n=32) (n=31) (n=3)

Valores seguidos de letras diferentes (a, b, c) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de

Kruskal-Wallis.

Valores seguidos de letras diferentes (A, B) sobescritos na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de SNK.

Nao foi observada diferenga (P>0,05) entre os parametros
analisados para o sémen congelado frente as diferentes faixas etarias.
Foram observadas correlagbes positivas para os dois
congelamentos (duas colheitas) do mesmo garanhao (n=73) da forma
como se segue: MT (r=0,70), MP (r=0,75), LIN (r=0,78), VAP (r=0,73).
Nao foi observada diferenca estatistica (P>0,05) entre congelamentos de
um mesmo garanh&o. Tais resultados ilustram a baixa variagdo entre

congelamentos de um mesmo animal através da metodologia utilizada.
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Os parametros meédios observados encontram-se dentro do
recomendado pela World Breeding Federation for Sport Horses (WBFSH,
2014), todos os grupos apresentaram valores médios de motilidade
progressiva acima de 35%. Dos 94 garanhbes submetidos ao
congelamento 73% encontram-se dento dos parametros recomendados
pela entidade supracitada.

Os parametros médios encontram-se dentro dos parametros
recomendados por Papa et al. (2011) para que uma dose de sémen
congelado esteja apta para (motilidade total =50%). Dos animais
avaliados no presente estudo 77% encontram-se aptos ao trabalho com
sémen congelado segundo aos parametros recomendados por estes
autores.

Em amplo levantamento realizado para raga Pura Sangue
Vidament (2005) relatou motilidade total e progressiva média de 50% e
38,7% (5606 ejaculados), valor ligeiramente inferior aos valores médios
observado no presente estudo. Ao selecionar garanhdes para uso em
programa de inseminacgao artificial com sémen congelado o autor definiu
como limiar 35% de espermatozoides com motilidade rapida (maior que
30 um/s). Por este método de selecdo dos garanhdes 5, 4, 5, 21 e 64%
possuiram congelabilidade entre 0-10, 10-33, 33-60, 60-90 e acima de
90%, respectivamente.

Ao avaliar a congelabilidade do sémen de cinco garanhdes da raga
Mangalarga Marchador Fagundes et al. (2010) reportaram os seguintes
parametros médios: MT:31,6%, MP:19,8%, VAP: 559, VSL: 44,3,
VCL:92,0, ALH:5,2, BCF:22,3, STR:78,3 e LIN:45,2. Tais parametros se
apresentam abaixo do relatado no presente estudo. Diferengas na
metodologia, dos animais e no meio de congelamento utilizado podem
explicar tais resultados.

Ao avaliar diferentes diluidores de congelamento para 8 garanhdes
de racgas leves, Salazar Jr. et al. (2011) obteve os seguintes resultados
para o melhor diluidor avaliado: MT:40, MP:14%, VAP: 69, VSL:55, VCL.:
137, LIN:42. Além de trabalhar com ragas diferentes o presente autor
utilizou metodologia de congelamente diferente da realizada no presente

estudo, fatos que podem justificar os resultados inferiores obtidos.
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Durante avaliagao do efeito de diferentes formas (palhetas de 0,5 e
0,25 mL) de armazenamento do sémen de 4 garanhdes (Arabe,
Westfallen, Hanoveriano e Mangalarga Marchador), Maziero et al. (2013)
relatou os seguintes resultados para amostras congeladas em palhetas de
0,5 mL: MT:71,1, PM:30,9, VAP: 96,5, VSL: 75,7, VCL:178. Tais
resultados se aproximaram das meédias reladas no presente estudo,
sendo observado resultado médio superior de MT e inferior de MP. Estes
autores trabalharam com metodologia semelhante de criopreservagao a
realizada no presente estudo. A unica diferenca foi a utilizacdo de um
sistema automatizado de congelamento. A proximidade dos resultados
corrobora os achados de (Vita, 2008) que ndo observou diferenga para
congelamentos realizados em sistemas automatizados e métodos
manuais como realizado no presente estudo.

Avaliando o uso de lipoprotreinas de baixa densidade (LDL) para
criopreservar o sémen de 4 garanhdes (arabe, pdnei e sela francesa)
Rodgers et al. (2014) obtiveram os seguintes resultados para o grupo
controle: MT: 72%, MP:39%, VAP: 53,6, VSL:45,4, VCL:95,6, ALH:4,8. Os
resultados de motilidade foram préoximos aos obtidos no presente estudo,
os valores de velocidade e ALH foram inferiores aos observados para
garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

No presente estudo, 17, 47, 34 e 3% dos congelamentos realizados
apresentavam, respectivamente, 0-30%, 30-50%, 50-75%, acima de 75%
valores de motilidade progressiva. Ainda, 5, 19, 55 e 20% apresentavam
entre 0-30%, 30-50%, 50-75% e acima de 75% de motilidade total. Tais
resultados ilustram que apesar de haver variagdes na congelabilidade
dentro dos individuos na raga Mangalarga Marchador, a maior parte dos
animais apresentam parametros compativeis com limites definidos por
uma série de autores para se trabalhar com o sémen congelado.

Apesar de ndo ser observada diferenga estatistica entre as
diferentes faixas etarias avaliadas quanto a resisténcia a criopreservagao,
os valores médios de motilidade total e progressiva da faixa etaria acima
de 15 anos foram ao menos 11,7% inferiores aos das outras faixas
etarias. O pequeno numero de observagdes neste grupo podem ter

influenciado na nao observacdo de diferenca entre este grupo e os
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demais avaliados. Novos estudos devem ser conduzidos buscando
verificar o efeito da idade acima de 15 anos na resisténcia ao processo de
criopreservagao.

A escassa literatura com estudos amplos a respeito dos
parametros seminais de ejaculados de diferentes ragas submetidos ao
refrigeramento e congelamento, associado a grande variagdo nas
metodologias de congelamento, limitam maiores discussdes a respeito do
efeito da raga na resisténcia as diferentes modalidades de

armazenamento espermatico.

6.4- Conclusoes:

- Nao existe efeito de idade na resisténcia ao refrigeramento de sémen
para garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

- A maior parte dos garanhdes da raca Mangalarga Marchador resistem
de forma satisfatéria ao refrigeramento do sémen por 12 horas a 15°C
(89%) e 24 horas a 5°C (87%).

- Nao existe efeito de idade na resisténcia ao congelamento de sémen
para garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

- A maior parte dos garanhbes da raca Mangalarga Marchador (73%)

resistem de forma satisfatdria ao congelamento de sémen.
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FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL:

Experimento 1

Avalia¢do do comportamento pré copula

ﬂ Experimento 2

02 Colheitas de |::> Biometria testicular
sémen com
intervalo de uma |::> Mensuragoes glandulas acessdrias
hora.

Experimento 3

Avaliacdo dos
parametros

seminais N
Refrigeramento C—>> | 12 horas 15°C
ﬂ {cclbSiialol) :> 24 horas 52C

Congelamento do
sémen (colheita 01
e 02)

Aquecimento

@ 37°C/5 min.
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ﬂ (Motilidade,
vigor, SV)
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Figura 2: Fluxograma experimental.
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ANEXO |

SETUP — HAMILTON THORNE BIOSCIENCES
(Ultimate — Sperm Analyzer)

CARACTERISTICA AJUSTE
Numero de imagens adquiridas (Image capture.frames) 30
Taxa de aquisicao das imagens (Image capture:frames per sec) 60 Hz
Contraste minimo da célula (Cell detection:minimum contrast ) 80
Tamanho minimo da célula (Cell detection:minimum size ) 3 pixels
Tamanho para células iméveis (Defauts:cell size) 6 pixels
Intensidade para células iméveis (Defauts:cell intensity) 60
Referéncia de VAP para células progressivas (Progressive cells: VAP) 30,0 ym/s
Referéncia de VAP para células lentas (Slow cells: VAP cut-off) 20,0 ym/s
Referéncia de VSL para células lentas (Slow cells: VSL cut-off) 0 um/s
Limite superior de tamanho da célula (Qc plots: Static size gates-Max) 2,48 pixels
Limite inferior de tamanho da célula (Qc plots: Static size gates-Min) 0,29 pixels
Limite superior de intensidade da célula (Qc plots: Static intensity gates- 1,51
Max)
Limite inferior de intensidade da célula (Qc plots: Static intensity gates- 0,46
Min)
Limite superior de alongamento da célula (Qc plots: Cell elongation-Max) 98%
Limite inferior de alongamento da célula (Qc plots: Cell elongation-Min) 0%
Aumento (Optics: Magnification) 1,89
Temperatura (Stage:Set stage temperature) 37 °C
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