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Resumo

Um numero significativo de garanhdes produzem ejaculados de baixa qualidade e alta
sensibilidade a refrigeracdo, necessitando de técnicas de processamento
especializadas para otimizar a qualidade do sémen. Recentemente, foi disponibilizada
uma técnica de centrifugacdo com monocamada (SLC) de Androcoll-E®, que tem
demonstrado selecionar os espermatozoides (SPZ) de boa qualidade. No presente
estudo pretendeu-se avaliar o efeito do tratamento com SLC na qualidade do sémen
refrigerado, durante 72 horas. As amostras tratadas mostraram valores numéricos
superiores para os parametros de motilidade, mas apenas se obtiveram valores
estatisticamente significativos (p<0,05) para a velocidade curvilinea (VCL) e retilinea
(VSL), medidas com um sistema computorizado de anidlise de sémen, nas amostras
tratadas. O reduzido numero de amostras e a elevada variabilidade das caracteristicas
seminais entre ejaculados, podem ser responsaveis pela auséncia de diferencas
estatisticamente significativas, pelo que seria de interesse alargar este estudo a um

maior numero de garanhodes para consolidar as conclusées.

Palavras-chave: garanhdo; Androcoll-E®, SLC, refrigeracdo, sémen.
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Abstract

THE PROBLEM OF COOLING OF EQUINE SPERM

A significant number of stallions produce ejaculates of low quality and high sensitivity
to cooling, requiring specialized processing techniques to optimize the quality of
sperm. Recently, a new protocol has been developed - the single layer centrifugation
(SLC) with Androcoll-E®, which in some studies has been able to select good quality
spermatozoa (SPZ). The objective of this study was to investigate the effect of SLC
treatment on the quality of semen refrigerated for 72h. In our study, numerical
improvements of motility parameters were seen in the treated samples, but only the
curvilinear (VCL) and linear velocities (VSL) measured by a computer analysis system
were significantly (p<0.05) higher in the treated samples. Lack of significance may have
been due to the small sample size and high variability among ejaculates. Expanding this
data set with the use of further ejaculates from different stallions is warranted to draw

more definitive conclusions.

Key-words: stallion, Androcoll-E®, SLC, cooling, sperm.
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I. Introducao geral

A reproducdo assistida em equinos engloba uma vasta pandplia de técnicas, sendo a
inseminacado artificial (IA) com sémen refrigerado, sem duvida, a mais disseminada na
Europa. A refrigeracdo de sémen é um método comumente utilizado e aceite para
preservacao a curto prazo, permitindo a IA de éguas em localizagbes distantes (Aurich

& Aurich, 2006; Love et al., 2011).

Também em Portugal esta industria parece estar em crescimento, sendo a IA com
sémen refrigerado a técnica que parece estar a despertar maior interesse por parte
dos criadores. Ha ja alguns grupos de médicos veterinarios que contabilizaram a
execug¢ao de um numero superior a 200 inseminagdes por ano, e um colega ligado a
Fundacdo Alter Real que referiu um nimero superior a 600, numa época reprodutiva.
Estas e varias outras equipas
utilizam esta técnica em todo o
pais, envolvendo a utilizagdo de
garanhdes nacionais, o que tem
vindo a desenvolver a aplicagdo de
outras atividades técnicas como o
controlo folicular (Fig. 1), a

colheita, a avalia¢do, a refrigeracao

e até a congelagdo de sémen

Fig. 1: Controlo folicular através de ecografia

(Rocha, 2011, comunicacao
transretal em égua.

pessoal).

Contudo, a crescente utilizacdo da técnica de IA usando sémen refrigerado, tem sido
acompanhada pela diminuicdo da taxa de fertilidade. De facto, a probabilidade de
gestacdo apds inseminacdo com sémen refrigerado, por um periodo de 24 horas, é 2,5
vezes inferior a associada a insemina¢cdo com sémen fresco (Aurich, 2008; Love et al.,

2011). Tendo em conta que, aquando da colheita de sémen, processamento e

posterior IA existem riscos elevados de agressdo externa aos espermatozoides (SPZ),



torna-se imperativa a correta aplicacdo das técnicas de preparacdo e utilizacdo deste
tipo de sémen na industria equina, de modo a permitir a maximizagdo das taxas de

gestacdo (Loomis, 2006; Bradecamp, 2011).

Existe uma percentagem significativa de garanhdes que consistentemente produzem
ejaculados de baixa qualidade e alta sensibilidade a refrigeracdo. O conhecimento e
compreensao dos fatores envolvidos nesta problematica, tendo em conta nao sé os
associados ao garanhdo como também os inerentes a técnica de colheita e
processamento, em conjunto com a utilizacdo de técnicas de selecdo de
espermatozoides, permitem otimizar a qualidade do sémen apds refrigeracdo, com o
objetivo final de aumentar a taxa de fertilidade (Aurich, 2008; Bradecamp, 2011;
Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011; Costa et al., 2012).

Com a presente dissertacdo procurou-se consolidar os conhecimentos tedricos e
praticos obtidos ao longo do Mestrado Integrado em Medicina Veterindria, no que
concerne ao processamento e refrigeracdo de sémen equino, através da realizacdo de
uma revisdo bibliografica centrada nos principais problemas encontrados na aplicacdo
pratica desta técnica na espécie em questdo. Com vista a selecdo de subpopulacdes
espermaticas de melhor qualidade para refrigeracdo, realizou-se um trabalho
experimental utilizando uma técnica recentemente disponibilizada, que consiste na
selecdo de espermatozoides através de uma centrifugacdo com monocamada (SLC)
com um coloide de silica especifico para equinos (Androcoll-E®). Apds este
procedimento, foram analisadas as alteragdes na qualidade do sémen (motilidade e
morfologia espermaticas) apds a refrigeracdo e armazenamento das amostras durante
72h, com o objetivo final de avaliar a aplicabilidade desta técnica na industria da

reproduc¢do equina.

Este trabalho tem a sua base no estagio curricular realizado na drea da Reproducgao
Equina, no Centro de Reproducdo Animal de Vairdo (CRAV; Fig. 2), do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto (ICBAS-UP), com a
coorientacdo do Professor Doutor Anténio Rocha e a orientacdo da Doutora Elisa

Bettencourt. Este estdgio abrangeu o periodo da época reprodutiva de 1 de abril a 31



de julho de 2012, sendo a equipa do CRAV constituida pelo Professor Doutor Antdnio
Rocha e pelo Dr. Tiago Guimardes. Durante este periodo foram acompanhadas todas
as atividades realizadas no CRAV, assim como as de clinica ambulatéria (Anexo 1),

possibilitando a aquisicdo de competéncias praticas e autonomia na area de clinica

reprodutiva equina.

Fig. 2: Parques das éguas nas instalagdes do CRAV.



I1. Revisao bibliografica
A problematica da refrigeracdo de sémen equino

A obtencdo de uma amostra de sémen de alta qualidade apds a sua colheita e
processamento é um aspeto critico no sucesso da técnica de preservacdo de sémen

equino para IA (Loomis, 2011a).

A colheita de sémen é o primeiro passo do processo de refrigeracdo de sémen, sendo a
colheita com vagina artificial (VA) a técnica mais comumente utilizada (Fig. 3). Para
otimizar a qualidade do sémen é importante ter em conta o protocolo de colheita
utilizado, objetivando a obtencdo de um ejaculado a primeira tentativa, o que por sua
vez minimiza a contaminacao
do mesmo e a quantidade de
plasma seminal (PS). Para
separar a fracdo gelatinosa do
restante ejaculado e remover os
detritos, pode recorrer-se a um
filtro, ndo toxico, que pode ser
incorporado diretamente nos

recipientes durante a colheita

de sémen com VA (filtro de

Fig. 3: Colheita de sémen com vagina artificial (modelo
malha de nylon; Fig. 21a), ou Hannover), recorrendo a égua em cio.

pode realizar-se apdés a mesma,

utilizando os referidos filtros, compressas (Fig. 21b) ou filtros para leite. Todos os
procedimentos efetuados posteriormente a colheita devem ser realizados com a
precaugdo de evitar o choque térmico, devendo o equipamento que entra em contacto
com o sémen estar aquecido a uma temperatura de 37-382C (Aurich, 2008; Brinsko,

2011; Brinsko et al., 2011c).

Imediatamente apds a colheita, devem ser analisadas as carateristicas macro e

microscépicas do sémen. O volume do ejaculado filtrado é medido através de uma



escala, que geralmente esta incorporada no recipiente de colheita (Fig. 22), a cor deve
ser entre branco-acinzentado e branco-leitoso, a densidade varia de aquosa a leitosa
consoante a concentracdo espermatica e o odor deve ser sui-generis. A motilidade
espermatica é avaliada colocando uma gota de sémen entre uma lamina e uma lamela
aquecidas a 372C e visualizando-se em microscépio 6tico, de preferéncia com platina
aquecida a mesma temperatura, e ampliacdo de 200x. Este procedimento permite
estimar a motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e a velocidade dos
espermatozoides, devendo ser realizada o mais rapidamente possivel apds a colheita,
pois estes parametros deterioram-se com o tempo e com a diminuicdo da temperatura

(Crabtree, 2010; Brinsko et al., 2011c; Loomis, 2011a).

A mensuracdo da concentracdo pode ser realizada recorrendo a um hemocitdmetro
(Fig. 4a) ou a um espectrofotémetro (Fig. 4b). Deve ser também avaliada a morfologia
espermatica, pela realizacdo de um esfregaco de sémen corado com eosina-nigrosina e

visualizacdo com

microscopia ; =

”fg!ﬁl,)’d‘n':ll I III‘ VS
6tica, ou fixado o iogmim -

O ik
com fOI‘moI 0.0025 mm? \_ A A
d = 1

salino *
tamponado a
10% e Fig. 4: Diferentes formas de mensuragdo da concentracdo

espermatica. a) Hemocitdmetro; b) Espectrofotémetro (SpermaCue®,
visualizagdo com Minitube; adaptado de Anénimo, 2011).

microscopia de

contraste de fase (Samper et al., 2004). Pode também ser avaliada a integridade da
membrana plasmadtica pela realizacgdo de um esfregaco com coloragdo de eosina-
nigrosina (Fig. 5) ou com corantes especificos e uso de microscopia de fluorescéncia ou
citometria de fluxo. A avaliagdo morfolégica deve ser realizada pela observagdo de
pelo menos 100 células em microscopia 6tica, com ampliacdao de 1000x e recurso a
6leo de imersdo (Graham, 2001; Samper et al., 2004; Crabtree, 2010; Brinsko et al.,
2011a; Loomis, 2011a).


http://www.hsb-blendivet.de/SamenuntersuchungE.html

A diluicdo aconselhada para a
refrigeracdo e armazenamento de
sémen varia entre 1:3 (sémen:diluidor)
e 1:10, como reportado na literatura,
de modo a permitir a obtencdo de uma
concentracdo final de 25 a 50 milhoes

de SPZ por mililitro, estando esta

diluicdo associada a maximizacdo da

Fig. 5: Esfregaco de sémen corado com
eosina-nigrosina para avaliagao da
integridade da membrana plasmatica dos dose inseminante pretendida, e que

motilidade e longevidade in vitro. A

espermatozoides. Espermatozoide morto

corado a vermelho (seta; adaptado de
Samper et al., 2004). fertilidade, é de 500 milhdes de SPZ

tem sido associada a uma boa taxa de

com motilidade progressiva (Sheerin,

2007; Bradecamp, 2011; Brinsko, 2011; Brinsko et al., 2011d; Loomis, 2011a).

A refrigeragdo e armazenamento do sémen podem ser realizados em seringas de
material ndo espermicida, sacos ou tubos de centrifuga devidamente identificados,

colocados num Equitaner® ou em caixa térmica apropriada (Brinsko et al., 2011d).

Existem numerosos fatores que influenciam o sucesso da refrigeracdo de sémen,
sendo estes fatores inerentes ao préprio garanhdo, o protocolo de colheita, o
processamento do sémen e mesmo a experiéncia e competéncia pratica do operador

(Loomis, 2011a).

2.1. Influéncia do garanhao na manutenciao da viabilidade do

sémen apos refrigeracao

O conhecimento cada vez mais aprofundado da tecnologia de refrigeracdo de sémen
equino tem possibilitado a redugdo dos problemas relacionados com a qualidade do

mesmo apds armazenamento. Com o objetivo de avaliar o impacto individual na



resisténcia do sémen a refrigeracao, tém sido realizados numerosos estudos, pois por
si s6, o garanhao influencia significativamente a qualidade e fertilidade do sémen
refrigerado e armazenado. Dentro dos varios parametros analisados, destacam-se a
variabilidade individual, o efeito do plasma seminal e da suplementacdo da dieta com

antioxidantes e acidos gordos polinsaturados (Aurich, 2008).

2.1.1. Variabilidade individual

As caracteristicas individuais tém um efeito crucial na longevidade do sémen equino,
existindo alguns garanhdes para os quais a IA apds refrigeracdo é inviabilizada pela
extrema sensibilidade do seu sémen a este processo. Desta forma, perde-se um dos
principais beneficios da IA, ou seja, a utilizacdo de sémen de diferentes garanhdes apos
refrigeracdo em diferentes localizacbes, apenas se tornando possivel realizar esta
técnica de reproducdo assistida com sémen fresco (Brinsko et al., 2000a; Aurich, 2008).
Numa revisdo realizada por Aurich (2005), salienta-se que a resisténcia a refrigeracdo e
armazenamento ndo depende apenas da qualidade do sémen puro, mas também da

composicdo do PS e da integridade das membranas plasmaticas dos SPZ.

Assim, Brinsko et al. (2000a) agruparam os garanhdes em dois grupos distintos, em
funcdo da manutencao da motilidade seminal apds processamento, refrigeracdo e
armazenamento. Consideraram como “maus refrigeradores” os garanhdes cujo sémen
produzido apresenta uma quebra superior ou igual a 40% da MP apds 24h de
refrigeragdo, enquanto os “bons refrigeradores” tém uma redu¢dao menor ou igual a

30% da MP nas mesmas condigdes.

Os critérios de selegdo genética utilizados no garanhdo sdo primariamente baseados
no pedigree, caracteristicas fenotipicas e performance desportiva, e ndo na qualidade
do sémen, sendo este um dos motivos pelo qual a fertilidade nesta espécie tem, em
geral, valores baixos e variaveis (Neild et al., 2005; Aurich, 2008). Assim, é importante
ter em conta que a fertilidade do garanhdo é uma caracteristica que deve ser

valorizada, pois apresenta uma base ambiental e genética complexa, variando a



estimativa da sua heritabilidade entre 0,03 e 0,15 para a taxa de nascimentos por
estacdo de monta (Dohms, 2002 & Hamann et al., 2005a citados por Giesecke et al.,

2010).

2.1.2. Efeito do plasma seminal

O plasma seminal consiste num fluido produzido pelos testiculos, epididimo e
glandulas sexuais acessodrias, que funciona como um suporte para os SPZ se
deslocarem do trato genital do macho até ao Utero da égua (Kareskoski & Katila, 2008;
Katila et al., 2010; Neto et al., 2013). O ejaculado do garanhdo é composto por uma
série de cinco a dez jatos de sémen consecutivos, que diferem quer na concentracgdo
em SPZ, quer no volume e na composicao do PS (Kosiniak, 1975 citado por Kareskoski
& Katila, 2008; McDonnell, 1992; Tibary, 2007). O PS esta envolvido no transporte e
suprimento de substratos metabdlicos aos SPZ, participa no processo de maturacao
dos mesmos e contém substancias que protegem e estimulam estas células (Troedsson
et al., 2001). Contudo, o PS possui tanto efeitos benéficos como prejudiciais para a
gualidade do sémen, ndo representando por isso um meio ideal para a refrigeracdo e
armazenamento do mesmo (Pickett et al., 1975 citado por Brinsko et al., 2000a; Jasko

etal., 1992).

Um dos efeitos benéficos do PS esta relacionado com as suas propriedades
antioxidantes, que previnem a formac¢ao de espécies reativas ao oxigénio (ROS), sendo
este efeito potencializado pela interagdo com o diluidor de sémen (Kankofer et al.,
2005). Além deste efeito positivo, acredita-se também que o PS desempenha um papel
importante na modulacdo da resposta imunoldgica e fisioldgica no trato reprodutivo
da égua, apds beneficiacdo ou IA, estando relacionado com o transporte e eliminagdo
de contaminantes e SPZ mortos ou que apresentem anomalias morfoldgicas, enquanto
as suas proteinas protegem seletivamente os SPZ vivos da fagocitose por neutrofilos

polimorfonucleares (PMN; Jasko et al., 1991; Troedsson, 1999).



O PS contém propriedades que afetam a capacitacdo espermadtica e a reacdo do
acrossoma ndo sé dentro do trato genital da fémea, como também durante o
armazenamento e transporte do sémen refrigerado, pelo que a remocao total das suas
proteinas durante o processamento do sémen pode alterar a estabilidade da
membrana plasmadtica e pré-capacitar os espermatozoides, encurtando assim o seu

tempo de vida funcional (Brandon et al., 1999; Caballero et al., 2008).

Por outro lado, a manutencdo de altas concentracées de PS no sémen a ser
refrigerado, tem sido considerada deletéria para a manutencdo da motilidade e da
fertilidade dos SPZ (Pickett et al., 1975 citado por Brinsko et al., 2000a; Jasko et al.,
1992). Em condi¢cbes de monta natural, o sémen é ejaculado diretamente no limen
uterino da égua em cio, estando os espermatozoides expostos a um ambiente
otimizado até a fertilizacdo no oviduto, e sendo o tempo de contacto destas células
com altas concentracbes de fluido seminal inferior ao que os SPZ sdo submetidos

guando colhidos com VA (Loomis, 2006).

E atualmente aceite que a presenga de uma pequena percentagem de PS é necessaria
para otimizar e prolongar a qualidade dos espermatozoides durante o armazenamento
do sémen refrigerado. A remocao parcial do PS através de técnicas de centrifugacao é
especialmente importante em ejaculados de garanhdes classificados como “maus
refrigeradores” e com baixa concentragdo espermdtica (Brinsko et al., 2000a;
Bradecamp, 2011). Desta forma, a maioria dos protocolos utilizados recomendam a
retengdo de 5 a 20% de PS apds centrifugacdo, sendo uma concentragao de 5 a 10%
considerada como dtima para refrigeracdo por periodos superiores a 24-48h (Todd et
al. 2001 citado por Katila et al., 2010; Loomis, 2006; Bradecamp, 2011). A
concentragao final de SPZ aconselhada para a refrigeracdao do sémen equino é, como
anteriormente referido, de 25 a 50 milhdes de SPZ por mililitro de diluidor a base de
leite, valores que tendem a maximizar a sua capacidade de sobrevivéncia in vitro

(Brinsko et al., 2011d).



Carver & Ball (2002) referem que os efeitos deletérios do PS nos SPZ durante a
refrigeracdo e armazenamento podem também estar relacionados com a acdo de

enzimas especificas, como a lipase, que podem prejudicar a motilidade seminal.

2.1.3. Efeito da suplementacido com antioxidantes e acidos gordos

polinsaturados na dieta do garanhao

Os espermatozoides, por serem células que vivem em condi¢Oes aerdbias, produzem
ROS como resultado do seu metabolismo normal. Por este motivo, e devido ao elevado
conteudo das suas membranas plasmaticas em acidos gordos polinsaturados de cadeia
longa, os SPZ sdo particularmente suscetiveis a peroxidacdo lipidica por ROS (Jones &
Mann, 1973; de Lamirande et al., 1997; Deichsel et al., 2008). Em condi¢cbes normais, a
maioria dos ROS sdo continuamente neutralizados por catalisadores enzimaticos de
baixo peso molecular contidos nos SPZ e PS, mas um desequilibrio na producdo ou na
degradacdo de ROS pode ter efeitos adversos graves sobre a funcdo espermatica,
nomeadamente na motilidade, que diminui antes de ocorrerem alteracGes detetaveis

na integridade da membrana (de Lamirande et al., 1997; Ball et al., 2002).

Existem varios mecanismos fisioldgicos que contrariam os efeitos deletérios de uma
produgao exagerada de ROS, nomeadamente a a¢do de antioxidantes (acido ascérbico,
glutationa redutase, acido urico, vitamina E e B-caroteno) e de enzimas (superdxido
dismutase, catalase, glutationa tranferase e glutationa peroxidase; Cotgreave et al.,
1988 citado por Deichsel et al., 2008). A suplementa¢dao da dieta com antioxidantes,
tais como o acido ascorbico, tocoferol, selénio, ou certas enzimas, tem sido associada
ao incremento dos mecanismos de defesa antioxidantes dos SPZ, através da prevencao
de lesdes celulares que se julga serem associadas a presenca de radicais livres
presentes nas varias fases da espermatogénese, no ejaculado e nos meios de

manipulacdo de sémen (Aurich, 2008).

Tém sido realizados alguns trabalhos de investigacdo com o objetivo de obter uma

melhoria na qualidade do sémen através da suplementacao alimentar dos garanhdes.
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Deichsel et al. (2008) demonstraram ndo existirem melhorias significativas na
gualidade e longevidade do sémen produzido por garanhdes poénei alimentados com
uma racao suplementada com tocoferol, dcido ascérbico, L-carnitina e acido félico
(STALLION®, Pavo Pferdenahrung, Goch, Alemanha), ap6s 24h de refrigeracdo. Brinsko
et al. (2005) realizaram um estudo com oito garanhdes, suplementando a dieta destes
animais com 4acido docosahexaenoico (acido gordo polinsaturado) através de uma
racdo comercial neutracéutica para varrascos (ProSperm®, Minitube of America,
Verona, WI, USA). Nos resultados obtidos também ndo se verificaram altera¢des na
motilidade espermatica do sémen fresco, mas os pardametros de motilidade avaliados
mostraram uma melhoria no sémen refrigerado, apés um periodo de 48h, sendo esta
melhoria ainda mais evidente em cavalos “maus refrigeradores”, apds 24h de
refrigeracdo. Num estudo mais recente efetuado por Contri et al. (2011), verificou-se
gue a suplementacdo da dieta com selénio organico, vitamina E e zinco leva a melhoria
da motilidade do sémen fresco, devido ao aumento do poder antioxidante do plasma
seminal e tendo também um efeito nos SPZ durante a espermatogénese e maturagao

no epididimo.

Assim, a alteracdo da qualidade da membrana plasmatica dos espermatozoides e dos
mecanismos de defesa antioxidantes, através da suplementacdo alimentar, parece ser
uma opgao interessante, no entanto, sdo necessarios mais estudos que permitam
confirmar a utilidade destes produtos na otimiza¢do da performance reprodutiva do

garanhdo com uma base cientifica mais sélida (Aurich, 2008).

2.2. Influéncia do protocolo de colheita de sémen na manuteng¢ao

da sua viabilidade apos refrigeracao

A colheita de sémen é um procedimento essencial nos programas de |IA em equinos,
sendo necessario otimizar o protocolo utilizado para evitar uma quebra na qualidade
do sémen por altera¢des de origem iatrogénica. A utilizacdo de VA (Fig. 3) é o método

mais frequentemente utilizado, seja usando uma égua em cio como monta (Fig. 6b) ou

11



o manequim (Fig. 6a). Existem também outras técnicas que podem ser utilizadas para

colheita de sémen, tais como a colheita com preservativo colocado no pénis do

garanhdo, a ejaculacdo farmacologicamente induzida, a estimulacdo manual e a

colheita de sémen do epididimo (Sheerin, 2007; Aurich, 2008; Brinsko, 2011).

Fig. 6: Op¢des para colheita de sémen com vagina artificial. a) Manequim de monta;

b) Egua em cio com peias e assepsia da regido perineal.

Fig. 7: Vaginas artificiais. a) Modelo

Colorado; b) Modelo Missouri; c)
Modelo Hannover (adaptado de
Brinsko et al., 2011c).

Existe uma variedade de modelos de VA,
estando entre os mais utilizados os modelos
Colorado (Fig. 7a), Missouri (Fig. 7b) e
Hannover (Fig. 7c), variando estes
essencialmente no custo, revestimento,
durabilidade, peso, capacidade de
manutencdao da temperatura e perdas de
sémen durante a colheita. A selegdo do
modelo a utilizar baseia-se nas necessidades
especificas do garanhdo e na preferéncia do
técnico (Sheerin, 2007; Brinsko et al., 2011c).
O modelo Missouri é um dos mais utilizados,
nao sé por ser dos mais econdmicos, mas

também por ser leve, bastante flexivel e facil
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de montar e limpar. A sua principal desvantagem é a perda rapida de temperatura. A
VA Colorado, apesar de manter bem a temperatura, necessita de cerca de oito litros de
agua quente, pelo que a sua utilizacdo é limitada pelo seu peso excessivo. Além disto,
o sémen fica sujeito a temperatura da VA, podendo mais facilmente ocorrer danos nos
SPZ pelo calor. O modelo Hannover consiste numa VA leve e rigida, a qual possui um
“fornix” e uma valvula de saida de 4gua, que permite ajustar a pressdo ao pénis

durante a colheita (Shepherd, 2008; Brinsko et al., 2011c).

Para a obtencdo de uma eficiéncia reprodutiva maxima, objetivando uma colheita de
sémen de alta qualidade, o maneio do garanhdo deve ser gerido com vista a
manutencdo do comportamento sexual normal e de uma boa libido, utilizando
métodos, intervalos e frequéncias de colheita apropriadas (Pickett et al., 1975 citado

por Sieme et al., 2004).

O protocolo de colheita de sémen utilizado parece ser um dos pontos-chave na
melhoria da qualidade do sémen refrigerado. A sua otimizacdo deve ter em conta as
caracteristicas individuais de cada garanhdo, com vista a obtencdo de um ejaculado
com baixo volume seminal e alta concentracdo espermatica (Loomis, 2006; Aurich,

2008).

O volume do ejaculado (mas ndo o
numero total de SPZ) é influenciado pela
estimulagdo sexual do garanhdo antes da
ejaculacdo (Fig. 8). Segundo Sieme et al.
(2004), o aumento do numero de montas
necessarias a obtencdao de um ejaculado,
propicia o incremento da secregdo de

plasma seminal, e consequentemente a

concentracdo e a longevidade dos SPZ

Fig. 8: Estimulacdo sexual do garanhdo por
presenca de égua em cio, exibindo reacdo

mesmo motivo, a integridade da de flehmen e eregdo.

diminuem. Simultaneamente, e pelo
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membrana dos espermatozoides no sémen fresco, bem como a MP no sémen
refrigerado a 52C durante 24h, sdo afetadas negativamente (Sieme et al., 2004). A
libido, 0 ambiente envolvente e a pratica do operador sdo parametros que influenciam
grandemente o numero de montas e o tempo necessdrio para a colheita de um
ejaculado. Assim, é essencial o treino do operador e do garanhdo, pois a inexperiéncia
dos mesmos, um ambiente envolvente inadequado e equipamentos imprdprios sdo os

piores pré-requisitos para a colheita de sémen destinado a refrigeracdo (Aurich, 2008).

Outro motivo pelo qual devem ser evitadas as montas repetidas é o aumento da
probabilidade de contaminacdo bacteriana do
ejaculado colhido, através da superficie genital do
garanhdo ou do ambiente. Isto ocorre especialmente
guando é utilizada a mesma VA nas diferentes
montas, e ndo se procede a substituicdo do
recipiente de colheita ou da bainha sanitaria, levando
ao aumento da fracdo pré-espermatica e de

contaminantes (detritos e lubrificante hidrossoluvel)

no sémen colhido (Fig. 9). A contaminacdo do sémen

Fig. 9: Sémen contaminado

} ) com pequenas quantidades de lubrificante
em colheita de sémen com

recurso a vagina artificial, hidrossoluvel aumenta significativamente a
dleulitlo s s e ides, osmolaridade e diminui o pH do sémen, reduzindo
por consequéncia a sua qualidade. Desta forma, grandes quantidades de lubrificante
devem ser evitadas e, no caso de montas repetidas, o reservatorio de colheita deve ser

substituido entre montas (Duoos et al., 2002; Limone et al., 2002; Loomis, 2006).

Estd descrita uma técnica, que permite diminuir o volume seminal durante a colheita
e, consequentemente, aumentar a concentragdo espermatica. Isto é possivel quando,
apos o inicio da monta, o pénis do garanhdo é desviado da vagina artificial durante
alguns segundos, enquanto a fracdo pré-espermdtica (secre¢des das glandulas

bulbouretrais) é emitida (Loomis, 2006).

14



Tém sido realizados alguns estudos que indicam que a frequéncia de ejaculacdo
influencia a qualidade do sémen, mas, devido a inconsisténcia nos resultados obtidos,
ainda ndo foi descrito um protocolo ideal que defina a frequéncia étima entre
colheitas de sémen em garanhdes, em programas de |A (Sieme et al., 2004). Pickett et
al. (1975) recomendavam uma colheita em dias alternados, enquanto Sieme et al.
(2002) indicavam colheitas simples didrias. Em contrapartida, Magistrini et al. (1987)
reportaram que a motilidade do sémen ndo foi afetada significativamente pela
frequéncia de colheita. Sieme et al. (2004) demonstraram que o primeiro ejaculado de
colheitas de sémen duplas com uma hora de intervalo a cada 48h apresentava valores
significativamente superiores de concentracdo e percentagem de MP as 24h de
refrigeracdo a 52C, quando comparado com ejaculados obtidos por colheitas simples
diarias. O segundo ejaculado destas colheitas duplas apresentava valores
significativamente inferiores de volume, concentracao e percentagens de MT e MP as
24h de refrigeracdo a 52C quando comparado com o primeiro ejaculado das colheitas
duplas. Desta forma, este autor constatou que o primeiro ejaculado das colheitas
duplas mostra melhor qualidade do sémen fresco e refrigerado, relativamente as

colheitas simples diarias.

Apesar destas recomendacodes, é pratica corrente a realizacdo de colheitas diarias em
garanhdes que beneficiam um grande nimero de éguas (Sieme et al., 2004). Tem sido
demonstrado também que se a frequéncia e o tempo de intervalo entre ejaculagdes
forem razoavelmente constantes, durante os programas de colheita, os seus efeitos
sdo praticamente nulos sobre a producdo e qualidade do sémen, estimada pela

avaliacdo da motilidade inicial (Squires et al., 1979 citado por Sieme et al., 2004).

Desta forma, conclui-se que o mais importante é uma boa compreensao da fertilidade
potencial e das limitagdes de cada garanhdo, sendo a frequéncia 6tima de colheita de
sémen, durante a época de reproducdo, a que permitir manter uma boa libido e, em

simultaneo uma boa qualidade do sémen (Sieme et al., 2004; Allen & Wilsher, 2012).
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2.3. Influéncia do processamento do sémen na manutencao da sua

viabilidade apds refrigeracao

Inicialmente, e como ja referido, sdo avaliadas as caracteristicas macroscopicas e
microscépicas do ejaculado, entre as quais se destacam o volume filtrado, a

concentracdo e a motilidade dos SPZ.

Bradecamp (2011) classificou os ejaculados em baixa e alta qualidade, consoante a sua
concentracdo inicial fosse, respetivamente, inferior ou superior a 100x10° SPZ/mL. A
diluicdo do sémen para refrigeracdo e armazenamento deve ser no minimo 1:3
(sémen:diluidor), o que reduz o PS para uma quantidade inferior ou igual a 25% e
possibilita a obtencdo de uma concentracdo final ideal para
equinos (25-50x10° SPZ/mL; Sheerin, 2007; Bradecamp, 2011;
Brinsko et al., 2011d; Loomis, 2011a).

Existem alguns ejaculados, que por apresentarem concentragdes
inferiores a 100x10° SPZ/mL, n3o permitem realizar uma diluicio
com uma taxa minima de 1:3 e manter uma concentragao final
adequada. Estes ejaculados devem ser submetidos a uma

centrifugacdo, de forma a baixar a quantidade de PS e,

consequentemente, a sua sensibilidade a refrigeracdo. Esta

técnica consiste sucintamente na centrifugacdao do sémen diluido

Fig. 10: Pellet de
espermatozoides
sobrenadante (que consiste essencialmente em plasma seminal e (seta preta)
o obtido apds
diluidor). centrifugacao,

imediatamente apdés a colheita, e posterior remoc¢do do

com pequena
O pellet resultante desta centrifugacdo (Fig. 10) é constituido ndo percentagem de

sobrenadante
s6 por espermatozoides vidveis, como também por (seta branca)

. , . o . apos o restante
espermatozoides mortos e células anormais, que sao em seguida ter sido
ressuspendidos num volume adequado de novo diluidor. Os desprezado

(fotografia cedida
ejaculados de alta qualidade ndo necessitam de nenhum pelo Prof. Dr.

processamento especial, sendo apenas realizada a diluicdo do AOitED ez
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sémen (Hallap et al., 2004; Morrell & Rodriguez-Martinez, 2009; Bradecamp, 2011).

O préximo passo consiste em escolher o diluidor mais adequado para o garanhdo em
guestdo. Para isso, podem ser realizados testes com diferentes tipos de diluidores

(Bradecamp, 2011).

Em seguida procede-se a refrigeracdo e armazenamento do sémen, que pode ser
realizada em seringas, sacos ou tubos de centrifuga coénicos, de material ndo
espermicida. O sémen é depois colocado num contentor adequado, que permite um
arrefecimento controlado e manutencdo da temperatura de refrigeracdo do sémen

durante um periodo de tempo determinado (Sheerin, 2007).

2.3.1. Diluidores

Os diluidores de sémen desempenham um papel fundamental na manutencdo da
viabilidade e longevidade dos espermatozoides fora do trato reprodutivo, durante o
armazenamento do sémen refrigerado, que dura em geral 24 a 48h. A sua composicao
permite o aumento da sobrevivéncia dos SPZ durante o intervalo entre a colheita e a
IA, através do controlo do pH e da osmolaridade do sémen, bem como pelo
fornecimento de substratos metabolizaveis, inibicdo ou eliminagcdo do crescimento
bacteriano e prote¢do dos SPZ contra o choque térmico (Aurich, 2005; Aurich, 2011,

Brinsko, 2011; Brinsko et al., 2011d).

A osmolaridade normal do sémen de garanhdo é cerca de 300 mOsm/L, mas os
diluidores utilizados podem possuir valores entre 250 e 400 mOsm/L sem deteriorar a
qualidade do sémen. Tem sido constatado que uma leve hiperosmolaridade pode ser
benéfica, sendo considerada a osmolaridade étima dos diluidores aproximadamente

350 mOsm/L (Aurich, 2011).

A contaminac¢do bacteriana do sémen, tal como a produgcdo de substancias
metabdlicas pelos SPZ, podem causar desvios no pH do sémen processado. Para

controlar estes efeitos, sao adicionadas substancias tampao aos diluidores, tais como
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bicarbonato de sddio, citrato de sddio e 2-hidroxi-etil-1-piperazina-etano-sulfénico
(HEPES). A eficiéncia destas substancias depende do pH do meio ambiente, e cada
substancia tampdo possui um intervalo 6timo de pH para que seja efetiva. Os produtos
lacteos, presentes nos diluidores, também providenciam alguma capacidade tampao
(Aurich, 2011). Os valores considerados fisioldgicos para o ejaculado de garanhdo
variam consoante os autores. Aurich (2011) considera que o pH normal se situa no
intervalo 6,8 a 7, enquanto Crabtree (2010) refere valores entre 7,2 e 7,7. Segundo
Brinsko (2011), os diluidores de sémen devem permitir manter o pH do mesmo entre
6,7 e 7,2, contudo, Brinsko et al. (2011d) consideram que o pH 6timo varia entre 6,7 e
6,9, correspondendo estes valores ao intervalo no qual sdo otimizados os movimentos

lineares dos SPZ.

Existe uma vasta diversidade de diluidores que combinam vdrios componentes
(acucares, eletrdlitos, solucbes tampdo, gema de ovo, leite e produtos lacteos),
podendo estes componentes corresponder a formulagGes disponiveis comercialmente
ou de fabrico “caseiro”. Ainda ndo estd totalmente esclarecida a natureza dos efeitos
benéficos dos diferentes componentes dos diluidores na manutenc¢do da viabilidade
dos espermatozoides, mas sabe-se que as lipoproteinas, como as que existem no leite
e na gema de ovo, protegem o sémen contra o choque osmatico pela estabilizacdo das
membranas celulares, enquanto os substratos metabolizaveis, como a glucose,
providenciam uma fonte energética aos espermatozoides (Batellier et al., 2001;

Brinsko et al., 2011d).

Um dos principais problemas dos diluidores de sémen a base de leite ou de gema de
ovo, esta relacionado com a complexidade destas substancias biolégicas, podendo as
moléculas que os compdem variar entre lotes. Assim, os diferentes componentes dos
diluidores podem ter, além dos efeitos benéficos sobre as membranas plasmaticas,

alguns efeitos prejudiciais (Aurich, 2005).

Os diluidores mais frequentemente utilizados para diluicdo, centrifugacdo e
refrigeracdo de sémen tém na sua base leite desnatado em pé e glucose, com

composicdao semelhante a formula publicada originalmente por Kenney et al. (1975).
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Este tipo de diluidores tem como vantagens a facilidade de preparacdo e a
possibilidade de armazenamento por congelacdo, além da acessibilidade de preco e da

obtencgao de taxas de fertilidade elevadas (Aurich, 2011).

O fracionamento do leite, através de técnicas de microfiltracdo, ultrafiltracao,
diafiltracdo e liofilizacdo, permitiu obter fracdes purificadas do mesmo, entre as quais
se destacam o fosfocaseinato natural e a B-lactoglobulina, pelo efeito benéfico na
longevidade espermatica durante a refrigeracdo. Apesar disso, é desconhecido o

mecanismo de acdo destas fracdes (Batellier et al., 1997; Batellier et al., 1998).

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos varios diluidores com composicao melhor
definida, utilizando apenas fracGes do leite, e disponiveis comercialmente, como é o
caso do INRA-96® (IMV, L'Aigle, Franca) e do EquiPro® (Minitube Ibérica S.L.,
Tarragona, Espanha). O diluidor francés INRA-96® tem-se tornado muito popular em
todo o mundo, e é composto por sais de Hank, HEPES, glucose, lactose e
fosfocaeinatos naturais (Batellier et al., 1998). Todavia, Brinsko (2011) refere que os
niveis de antibidtico neste diluidor sdo insuficientes para o controlo bacteriano nos
ejaculados de alguns garanhdes, pelo que aconselha a sua suplementagcdo com
ticarcilina sddica e acido clavulanico numa dose de 1mg/ml. Este diluidor permite uma
longevidade e viabilidade étima dos SPZ a 152C, mas pode também ser utilizado com
sucesso para refrigeracdao a 52C (Batellier et al., 1998). O EquiPro® consiste noutro
diluidor de sémen semelhante ao INRA-96®, que contém componentes do leite
definidos, mas a sua composi¢cdo nao se encontra publicada. Para armazenamento a
59C, este diluidor tende a manter uma melhor qualidade de sémen,
independentemente da exposicdo ao oxigénio, relativamente ao INRA-96® (Pagl et al.,

2006; Price et al., 2008).

A gema de ovo neutraliza os efeitos deletérios da diluicao e da refrigeracdo através da
estabilizacdo da membrana plasmatica dos SPZ. Os diluidores a base de gema de ovo
permitem a obtencdo de taxas de fertilidade semelhantes as obtidas com diluidores a
base de leite, mas o seu processamento é mais complicado. Assim, por nao

apresentarem influencia marcada na qualidade do sémen e na fertilidade apds
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inseminacdo, a sua utilizacdo ndo apresenta vantagens (Aurich, 2011). O AndroMed-E®
consiste num diluidor composto por lecitina de soja em substituicdo da gema de ovo, a
gual tem demonstrado sucesso limitado, pois a qualidade do sémen processado com
este diluidor é inferior a qualidade do sémen processado com diluidores a base de
leite, quando o periodo de refrigeracdo excede as 24h (Aires et al., 2003; Aurich,

2005).

A presenca de microrganismos no sémen pode também afetar negativamente a
manutencdo da sua viabilidade durante o armazenamento. E inevitavel a
contaminacdo do sémen durante a colheita, e além desta, pode ocorrer contaminacao
adicional durante a manipulacdo do material e reagentes utilizados, nomeadamente
dos diluidores e dos recipientes usados para as diluicbes, bem como dos sistemas de
banho-maria, sendo estes ultimos conhecidos como uma fonte frequente de
Pseudomonas aeruginosa, pois a agua quente possui um ambiente propicio ao
desenvolvimento bacteriano. Por este motivo, o banho-maria deve ser limpo e
desinfetado com frequéncia. A adicdo de antibidticos aos diluidores visa o controlo do
crescimento microbiano no sémen armazenado, mantendo desta forma a qualidade do
sémen. Na Europa, a adicdo de penicilina e gentamicina sdo amplamente utilizadas,
inibindo eficazmente o crescimento de varios microrganismos encontrados no sémen
processado sob condigdes in vitro, e tendo esta combinagao efeitos toxicos reduzidos
para o sémen. A amikacina apresenta-se como alternativa a gentamicina, mas é um
antibidtico mais caro e apresenta um espetro de a¢do que nao é considerado
vantajoso na Europa. Em contraste, nos Estados Unidos da América os antibidticos
mais frequentemente utilizados sdo a amikacina, a penicilina e a ticarcilina/acido
clavulanico (Varner et al., 1998; Aurich & Spergser, 2007; Aurich, 2011; Brinsko, 2011;
Loomis, 2012).

Outra funcdo importante do diluidor de sémen consiste na protecdo dos
espermatozoides através da neutralizacdo de substancias metabdlicas durante o
armazenamento do sémen refrigerado. Os SPZ s3do células muito sensiveis ao stress

oxidativo devido ao seu alto teor em acidos gordos polinsaturados, como ja referido no
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capitulo 2.1.3. Os diluidores a base de leite resultam num aumento da capacidade
antioxidante do sémen diluido, provavelmente devido a interacao entre o diluidor e o
PS, evitando assim a perda de motilidade e de capacidade de fertilizacdo. Tém sido
feitos estudos que promovem a adicdo de antioxidantes, como o acido ascdrbico ou o
piruvato, resultando num leve aumento da qualidade do sémen refrigerado durante o
seu armazenamento (Aurich et al., 1997; Bruemmer et al., 2002; Kankofer et al., 2005;

Aurich, 2011).

Em garanhdes “maus refrigeradores”, devem ser testados diferentes diluidores para
encontrar a combinacdo 6tima para cada reprodutor individualmente. Contudo, é
importante ter em conta que a remocgdo parcial do plasma seminal é, conforme foi
referido, um passo essencial para o aumento da qualidade do sémen refrigerado

destes garanhdes (Brinsko et al., 2000a).

2.3.2. Centrifugacao (lavagem de sémen)

A centrifugacdo do sémen tem-se tornado um método rotineiramente utilizado em
programas de IA de equinos, em muitos centros de reprodugdo. O principal objetivo
desta técnica baseia-se na remoc¢dao da maioria do PS quando o ejaculado apresenta
oligospermia, baixas concentracbes de SPZ ou pertence a um garanhdo “mau
refrigerador”. Porém, a técnica de centrifugacdo deve ser utilizada apenas quando
necessaria, durante o tratamento de sémen fresco para refrigeragao, e evitada quando
a sua utilizagdo ndo é justificada por nenhum dos motivos supracitados (Brinsko et al.,

2000a; Len et al., 2010; Bradecamp, 2011; Bliss et al., 2012).

Mortimer (2000) reportou a existéncia de danos na cromatina em espermatozoides
humanos pela utilizagdo desta técnica, embora isto possa ocorrer devido a
centrifugacao do sémen sem antioxidantes e ndo por agressao direta devido a técnica
em si. Resultados concordantes foram obtidos por Morrell et al. (2010b), que

observaram que a aplicacdo da técnica de lavagem de espermatozoides isoladamente
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ndo beneficia a viabilidade, motilidade nem a integridade da cromatina no sémen de

garanhdo, contrastando este achado com estudos anteriores (Aurich, 2005).

Idealmente, a centrifugacdo do ejaculado deveria permitir uma taxa de recuperacao de
SPZ de aproximadamente 100%, sem provocar efeitos negativos na qualidade do
sémen. Contudo, e associado a utilizacdo de protocolos de centrifugacdo que
recomendam a utilizacdo de forgas centrifugas baixas, entre os 400 e 600 g, durante 10
a 15 minutos, continuam a verificar-se perdas de SPZ no sobrenadante na ordem dos

20 a 30% (Len et al., 2010; Varner et al., 2010; Loomis, 2011b).

Esta descrito que o aumento do tempo de centrifugacdo ou da forca gravitacional (g)
resulta num incremento da taxa de recuperacdo de SPZ apds centrifugacdo, mas,
devido ao efeito das forcas mecanicas associadas a centrifugacdo e a compactacao
excessiva do sémen, podem verificar-se efeitos deletérios na motilidade e qualidade
do mesmo (Macpherson et al., 2001; Varner et al., 2010). Len et al. (2010), avaliaram
os efeitos de diferentes forgas centrifugas nos SPZ de equinos, e demonstraram que o
sémen pode ser centrifugado a 900 g sem efeitos aparentes na qualidade espermatica,

aumentando desta forma a taxa de recuperacdo de SPZ apds centrifugacao.

Especialmente em garanhfes “maus refrigeradores”, que apresentam motilidade
espermadtica consistentemente baixa apds refrigeracdo, uma técnica que pode ser
utilizada é a remocgao total do PS através de centrifugacdo do sémen fresco e a
ressuspensao do pellet de SPZ em meio de leite desnatado e glucose, suplementado
com meio de Tyrods modificado com alta concentragdo de potdssio. Este
procedimento permite melhorar as caracteristicas cinéticas dos SPZ e ndo afeta a

fertilidade do sémen (Padilla & Foote, 1991; Rigby et al., 2001).

Mais recentemente, foi introduzida uma técnica de centrifugacdo com almofada
(cushion), com o objetivo de maximizar a taxa de recuperacdo de SPZ sem causar
prejuizo na qualidade do sémen. Esta técnica consiste na utilizacdo de um meio
especial para centrifugacdo (cushion), como o Cushion Fluid® comercializado pela

Minitube, que contém um composto nao idnico iodado denominado iodixanol. Este
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meio estd descrito como sendo uma solucdo densa, inerte e isoténica. O protocolo
utilizado para este tipo de centrifugacdo (Fig. 11) visa a utilizacdo de uma forca
centrifuga de 1000 g durante 20 minutos, apds a deposicdo de 40 mL de sémen
diluido, numa taxa de 1:1 com diluidor a base de leite desnatado (como o INRA-96°),
num tubo de centrifuga cdnico de 50 mL, onde se depositou previamente 3,5 mL de
cushion no fundo do mesmo, sem ocorrer mistura. Para este tipo de centrifugacdo, a
taxa de recuperacdo de SPZ ronda os 90 a 95% (Waite et al., 2008; Loomis, 2011b; Bliss
et al., 2012). Recentemente, verificou-se que o volume da solucdo de iodixanol pode
ser reduzido de 3,5 para 1 ml em tubos de centrifuga de fundo cénico, e que em certos
casos pode ser favoravel a utilizacdo de tubos “nipple-bottom”, sem que se prejudique

a qualidade do sémen (Waite et al., 2008; Varner et al., 2010; Bliss et al., 2012).

, ’ % Pés-centrifugagdoa Aspiragdo do cushion
Pré-centrifugacdo 1000g durante 20 min cuidadosamente com
pipeta pasteur apos
remogao do
sobrenadante

Sémen
diluido (1:1)

Diluidore
plasmaseminal

Camadade
espermatozoides

cushion \

cushion

Fig. 11: Técnica de centrifugacdo com almofada (cushion; adaptado de Loomis, s.d.)
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2.3.3. Refrigeraciao, armazenamento e transporte do sémen

O processo de monta natural em equinos (Fig.
12) ocorre com a deposicdo do sémen
diretamente no trato reprodutivo da égua,
sendo criado desta forma um “circuito
fechado” para o trajeto percorrido pelo
mesmo. Com a colheita, processamento e
posterior |A sdo incrementados os riscos de
agressdo externa ao sémen, sendo frequentes

os desvios de temperatura, pressdo osmotica e

exposicdo a contaminantes, bem como a sua

Fig. 12: Monta natural.

exposicdo prolongada ao PS e a subprodutos do

metabolismo durante o armazenamento (Loomis, 2006).

A refrigeracdo do sémen conduz a uma diminuicdo da taxa metabdlica dos
espermatozoides, retardando as reagbes quimicas e o crescimento bacteriano, e
prolongando a longevidade e fertilidade do sémen (Picket & Amann, 1987 citado por
Katila, 2011). Os SPZ toleram bem o arrefecimento rapido até cerca dos 202C, mas
entre os 19 e os 82C apresentam alta sensibilidade ao choque térmico, caracterizado
pela diminuicdo da motilidade, movimentos circulares dos SPZ, e comprometimento
do acrossoma e membrana plasmatica. Durante esta fase, o sémen deve ser arrefecido
preferencialmente a uma taxa de -0,05°C/min, sendo bem toleradas taxas <-0,12C/min.
A partir dos 89C, o arrefecimento pode ser feito mais rapidamente, sem prejudicar a

qualidade do sémen (Douglas-Hamilton et al., 1984; Moran et al., 1992, Katila, 2011).

A temperatura de armazenamento assume também uma grande importancia
enquanto fator condicionante da manutencao da viabilidade do sémen. Neste campo,
existe alguma divergéncia de opinides entre investigadores, mas s3ao geralmente
consideradas ideais para garanhdes, temperaturas de armazenamento entre os 4 e 62C
(Douglas-Hamilton et al., 1984; Varner et al., 1988; Varner et al., 1989; Moran et al.,

1992).
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Varner et al. (1988) demonstraram que o sémen mantido a 372C sofre uma rapida
diminuicdo da motilidade, enquanto o armazenamento a temperaturas de 252C e 42C
tem resultados semelhantes as 24h. No entanto, revelam ser vantajosas temperaturas
de refrigeracdo a 42C quando é aumentado o periodo de armazenamento do sémen.
Num estudo posterior, Varner et al. (1989), evidenciaram que o sémen mantido a uma
temperatura de 202C sofreu um decréscimo mais rapido da motilidade do que a 52C.
Alguns autores referem que a 20°C, a motilidade e a fertilidade do sémen sdo
mantidas durante 12h, mas apds esse periodo, o excessivo crescimento bacteriano
deteriora a qualidade do mesmo (Province et al., 1985; Francl et al., 1987; Katila,

2011).

Batellier et al. (2001) utilizaram temperaturas de armazenamento de 15 e 52C com
diferentes diluidores, e demonstraram que o INRA-96® foi eficiente na manutencdo da
gualidade do sémen a estas duas temperaturas, durante 24h. Estes resultados revelam
gue o armazenamento a 152C é uma boa alternativa na prevenc¢do do choque térmico,
em garanhdes “maus refrigeradores”. Contudo, para manter o sémen a 152C sdo
necessarios contentores equipados com um sistema de arrefecimento e aguecimento
controlado, pelo que comercialmente apresentariam um custo mais elevado. Assim, e
pela auséncia de contentores comerciais com estas caracteristicas, € mais popular a

utilizagdo de temperaturas de armazenamento de aproximadamente 42C.

Relativamente ao armazenamento e transporte do sémen, a utilizacdo de
acondicionamento apropriado auxilia na manutengao da qualidade do mesmo (Brinsko
et al.,, 2000b). Estudos prévios demonstram que o armazenamento do sémen a
temperaturas mais elevadas requer condigbes aerdbias, enquanto a uma temperatura
de 4°C sdao recomendadas condi¢cdes anaerdbias, pois a atividade dos SPZ é menos
intensa, diminuindo a sua atividade metabdlica (Fig. 13). Desta forma, a 49C, o ar deve
ser removido quando o sémen diluido é colocado no recipiente onde sera armazenado,
mantendo-se assim uma melhor motilidade espermatica. No entanto, a 372C os SPZ
necessitam de oxigénio para a sua sobrevivéncia. E importante ter em conta que os

SPZ s3o capazes de usar vias metabdlicas aerdbias ou anaerdbias para a sua
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sobrevivéncia, mas o acesso permanente a oxigénio pode ser prejudicial para as
membranas dos mesmos, devido a peroxidacao lipidica (Magistrini et al., 1992; Katila,

1997; Batellier et al., 1998).

Armazenamento a 152C em condigdes aerodbias

Seringa de 20 mL cheia com 10 mL de sémen diluidoe 10 mL de ar

|
v 1—-|

’7.__J -—-/,__.'

Armazenamento a 42C em condi¢des anaerébias

Seringade 20 mL cheia com 10 mL de sémen diluido

! f'"‘",.—"“l_

Fig. 13: Condi¢Oes de armazenamento de doses de sémen para inseminagdo artificiala15e a
49C (adaptado de Batellier et al., 2001).

Outro ponto a ter em conta é a posicdo de armazenamento, pois o0 sémen armazenado
horizontalmente parece ter maior percentagem de espermatozoides rapidos em

comparagdo com o armazenado numa posicao vertical (Magistrini et al., 1992).

Existem diferentes formas de acondicionamento do sémen diluido para posterior
refrigeragcdo, armazenamento e transporte. Os tipos de embalagens mais comuns (Fig.
14) sdo as seringas plasticas de material ndo espermicida, os sacos (Whirl-Pak® ou de
revestimento de biberdo) e os tubos de centrifuga. A embalagem deve ser selecionada
consoante o contentor de transporte a utilizar, e deve ser acompanhada por
informacgdes pertinentes acerca do garanhdo e do sémen nela contido (Brinsko et al.,

2000a; Sheerin, 2007; Brinsko et al., 2011d).

Os contentores comerciais para transporte de sémen, disponiveis hoje em dia, tém um
sistema de arrefecimento passivo através de um fluido que é congelado num
congelador e em seguida, gradualmente aquecido pelo calor libertado pelo sémen e

pelo ar presente na camara de armazenamento. Alguns contentores de transporte,
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utilizados frequentemente, sdo concebidos com o objetivo de serem economicamente
mais acessiveis e descartaveis, enquanto outros sao feitos para durar mais tempo e sdo
mais caros (Katila, 2011). Entre os contentores reutilizdveis, o mais utilizado é
provavelmente o Equitaner® (Fig. 15a), e entre os descartaveis encontra-se a caixa de
transporte de neopor, comercializada entre outros pela Minitube (Fig. 15b; Katila et
al., 1997; Katila, 2011). O Equitainer® tem uma taxa de arrefecimento controlado de
-0,32C/min e mantém uma temperatura final de 4-6°C por mais de 70h a temperatura
ambiente de 22°C (Douglas-Hamilton et al., 1984). Estudos experimentais tém
demonstrado que uma taxa de arrefecimento inicial de -0,32C/min é desejavel para
maximizar a viabilidade do sémen, sendo esta obtida com a utilizacdo de Equitaner®
(Brinsko et al., 2011d). As caixas de transporte de neopor apresentam uma taxa de
refrigeragdo mais rapida do que a desejavel e ndo tém capacidade de manter a
temperatura constante. Apesar disso, a sua utilizacdo estd associada a obtencdo de
resultados satisfatérios se o tempo de transporte ndo exceder as 30h e se a
temperatura ambiental for moderada, tornando-se uma opg¢do interessante,
especialmente em centros de inseminagao artificial com elevada casuistica (Brinsko et

al., 2000b; Aurich, 2008; Nunes et al., 2008).

Fig. 14: Embalagens para
acondicionamento de sémen
refrigerado durante o transporte. a)
Seringa de plastico; b) Saco Whirl-
Pak®; c) Sacos de revestimento de
biberdo; d) Tubo de centrifuga
(adaptado de Brinsko et al., 2011c &
Bedford-Guaus, 2007).
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Fig. 15: Contentores comerciais para transporte de sémen refrigerado de garanhao.
a) Equitaner®; b) Caixa de transporte de neopor (Minitube; fotografias cedidas pelo Prof. Dr.
Antonio Rocha).

2.4. Utilizacdo de técnicas de selecio de espermatozoides para

aumentar a fertilidade do sémen refrigerado

Como ja referido anteriormente, existe um nuimero expressivo de garanhdes que
consistentemente produzem ejaculados de baixa qualidade e alta sensibilidade a
refrigeragdo, tornando-se por isso necessaria a utilizagdo de métodos de
processamento de sémen para contornar esta problematica, com o objetivo final de
aumentar a taxa de fertilidade (Bradecamp, 2011; Morrell & Rodriguez-Martinez,

2011; Costa et al., 2012).

Existe um mecanismo in vivo, que ocorre no trato reprodutivo da égua, responsdvel
pela selecdo de espermatozoides. Em situagdes de monta natural, o sémen é ejaculado
diretamente no utero da égua, sendo ai depositados dezenas de milhares de milhdes
de espermatozoides que sdo sujeitos a mecanismos de sele¢ao durante o seu trajeto
até ao local da potencial fertilizacdo. Estes mecanismos promovem a filtracdo de
células imaturas ou danificadas, ao mesmo tempo que os SPZ vidveis adquirem
capacidade fertilizante. Desta forma, a juncdao istmo-ampolar no oviducto (Fig. 16),

apenas chegam alguns milhares de espermatozoides funcionalmente normais, e
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apenas um ird eventualmente fertilizar
Infundibulo
0 odcito (Suarez, 2007). Apds deposicdo
do ejaculado, que ocorre diretamente
no Utero, alguns espermatozoides
aderem ao epitélio uterino enquanto
outros permanecem no [limen,
apresentando estes Ultimos maior

probabilidade de lesdo das suas

membranas  plasmaticas  (Rodriguez-

Jungdo

. Ampola |
istmo-ampolar )

Martinez et al., 1990 citado por Morrell
& Rodriguez-Martinez, 2011). Assim, o

Fig. 16: a) Superficie lateral do ovario,

Utero pode atuar ao mesmo tempo como oviduto (infundibulo, ampola, e istmo) e

um reservatorio de sémen e como final do corno uterino, exposto através de
laparotomia; b) Oviduto dissecado

mecanismo de filtracdo, embora este (adaptado de Brinsko et al., 2011b).

ultimo seja baseado em interacBes

diretas entre os espermatozoides e as células epiteliais uterinas, e ndo como uma
barreira fisica (Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011). A junc¢do Utero-tubarica atua
presumivelmente como o principal filtro (Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011),
constituindo com o istmo distal um reservatério e sistema de filtracdo de sémen.
Pensa-se que os espermatozoides que, temporariamente, se ligam as células epiteliais
uterinas ou as células epiteliais da juncdo Utero-tubarica posteriormente se tornam
livres para percorrer o oviduto numa direcdao anterégrada. A selecdo que ocorre no
oviduto é realizada por proteinas ai existentes, que tém capacidade de modificar a
zona pelucida de odcitos recém-ovulados, afetando desta forma a sua interagdo com
os espermatozoides (Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011). Estudos realizados em
humanos demonstraram que desta forma sdo selecionadas subpopulagdes de
espermatozoides com ligandos especificos que possibilitam a ocorréncia de fertilizacao

(Munuce et al., 2009).

Em casos de IA, os SPZ sdo também depositados no utero (Fig. 17), tal como em

condi¢cdes de monta natural. Por este motivo, os mecanismos de sele¢do e interagdes
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no trato reprodutivo da égua sdo semelhantes nas duas
técnicas de reproducdo. No entanto, é essencial que as
técnicas de manipulacdo de sémen prévias nado
comprometam as membranas plasmaticas, a motilidade
e a longevidade dos espermatozoides, uma vez que,
caso isso ocorra, prejudicard a sua capacidade de
progressdao no trato reprodutivo da fémea (Morrell &

Rodriguez-Martinez, 2011).

A presenga de SPZ mortos ou de fraca qualidade no

Fig. 17: Inseminagdo artificial
em égua. sémen tem sido apontada como um fator prejudicial a

motilidade e fertilidade dos restantes SPZ, pelo que a sua remog¢ao pode permitir uma
maximizacdo da qualidade pds-processamento do sémen refrigerado. Tém sido
sugeridos varios mecanismos que mimetizam a selecdo de espermatozoides de boa
gualidade, que ocorre no trato reprodutivo da égua. Estes métodos podem separar os
espermatozoides do plasma seminal e, além disso, melhorar a qualidade dos
espermatozoides presentes no restante ejaculado, sendo selecionados apenas as
células moveis, com morfologia normal e ADN (acido desoxirribonucleico) intacto

(Morrell, 2006; Morrell & Rodriguez-Martinez, 2009; Loomis, 2011b).

Os métodos de selegcdao biomimética podem ser divididos em dois grupos: métodos que
resultam apenas na remog¢dao do plasma seminal (lavagem de sémen) e métodos de
selecdo de espermatozoides baseados em determinadas caracteristicas, tais como a
migracdo (baseada na motilidade), filtracdo (baseada na integridade da membrana) e
centrifugacdo com coloide (baseada na motilidade, morfologia, viabilidade e
integridade da cromatina). A centrifugacdo com coloide pode ainda ser dividida em
centrifugacdo por gradiente de densidade (CGD) e centrifugacdo com monocamada de

coloide (Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011).

No ponto 2.3.2. da presente dissertacao, foi descrito o método de lavagem de sémen.
Esta técnica de centrifugacdo consiste na separacdo da maioria do plasma seminal do

sémen, sem ocorrer selecdao de espermatozoides nem remogao de espécies reativas ao
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oxigénio (Hallap et al., 2004; Morrell & Rodriguez-Martinez, 2009; Morrell &

Rodriguez-Martinez, 2011).

Na Tabela 1 podem observar-se algumas carateristicas dos diferentes métodos de
selecdo passiveis de serem utilizados para preparacdo de sémen de equinos, com vista
a maximizar a sua viabilidade e resisténcia a refrigeracao.

Tabela 1: Propriedades dos diferentes métodos de separagao e selegdo de sémen (adaptado
de Morrell & Rodriguez-Martinez, 2009 e Len et al., 2010).

Centrifugagao com

Jedilimcls Lavagem Migragao Filtragcdao
separagao g grag ¢ coloide
Facilidade de Sk ik Sk Reque_re algum
uso cuidado
Equlpam’ef\to Centrifuga Tubos e§peC|~za|s para Centrifuga, Centrifuga
necessario migragao eventualmente
P Tubos de Tubos especiais para Fibra de vidro, .
Consumiveis P . ~ . ~ . Coloides
centrifuga migracdo/ sedimentacdo  Sephadex, filtros
Custo bor Baixo, a menos que o
p O menor meio contenha acido Alto O maior
amostra . ..
hialurénico
Baseada na
Baseada na motilidade,
Selecio de motilidade, morfologia,
Sng Nenhuma Baseada na motilidade morfologia e viabilidade, qualidade
acrossomas da cromatina e
intactos possivelmente em
acrossomas intactos
Remt;;sao L A maioria Sim Algum Sim
Remo;’ao de N3o i ) Sim
patogéneos
Remocgdo de o . .
ROS Nao Sim - Sim
Detritos Peeiim GSEr Ausentes Ptz ety Ausentes
presentes presentes
Taxa de
recuperagao
uperag 70-80% 10-20% 60-85% >50%
de SPZ
moveis
Leucdcitos Presentes Removidos Removidos Removidos
Cromatina Pode ser fraca Pode ser fraca Conflito de dados Boa
Efeito . Aumento da % Aumento da % de
Acrossoma . Pode estar danificado . .
desconhecido de intactos intactos

Acido hialurénico
contido no meio pode
induzir reagcdo do
acrossoma

Contaminagao, Possivel problema de
por exemplo por endotoxinas e PVP
fibras de vidro com Percoll®

ROS - Espécies reativas ao oxigénio; PS - plasma seminal; SPZ - espermatozoides.
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2.4.1. Migracao (Swim-up)

A técnica de migracdo (swim-up) é o método mais simples para separar os SPZ moveis
dos outros componentes do sémen. A selecdo é baseada na capacidade dos SPZ
nadarem a partir do sémen para o meio de cultura, separando-se assim do PS. Desta
forma, esta técnica ndo promove qualquer selecdo com base na morfologia,
integridade da cromatina, viabilidade ou integridade do acrossoma. Existem estudos
gue demonstram que a técnica de migracdo tem sido utilizada em sémen de
garanhdes férteis, com um aumento significativo na motilidade progressiva e reducao
nas anomalias da cauda e trato intermédio (Tl) apds migracdo, relativamente a
lavagem de sémen, pois estas anomalias morfoldgicas dificultam a capacidade dos SPZ

migrarem (Somfai et al., 2002; Hallap et al., 2004; Loomis, 2011b).

A adicdo de &acido hialurénico ao meio de migracdo resulta numa recuperagdo
significativamente mais elevada de SPZ médveis e membrana intacta. Apesar disso, a
taxa de recuperacdo de SPZ moveis ronda os 10 a 20%, tornando este método
impraticavel para a preparacdo de doses de IA na maioria das espécies animais, sendo
mais apropriado para fertilizacdo in vitro ou injecdo intracitoplasmatica de SPZ. Devido
a baixa produtividade e aos volumes de processamento associados a esta técnica, esta
torna-se inapropriada para a separa¢dao de SPZ de ejaculados para refrigeracdao ou
congelagdo (Shamsuddin & Rodriguez-Martinez, 1994; Hallap et al., 2004; Loomis,
2011b).

2.4.2. Filtracao

A técnica de filtracdo de sémen baseia-se na capacidade mdvel dos SPZ e na sua
interacdo com a matriz do filtro (fibra de vidro, esferas de Sephadex ou poros da
membrana), a qual aderem mais facilmente as células ndo vidveis, ao contrario das
funcionais e moéveis. Os mecanismos de aderéncia ndo estdo totalmente esclarecidos,
mas especula-se que a aglomeragao de SPZ imdveis e mortos as particulas de Sephadex

seja devida a alteragbes das cargas de superficie, ou de proteinas presentes na
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superficie de espermatozoides capacitados (Ahmad et al., 2003; Januskauskas et

al.,2005; Bussalleu et al., 2008).

Este método permite eliminar leucdcitos do sémen, os quais sdo fontes de ROS, e
selecionar SPZ mdveis e morfologicamente normais, possivelmente com acrossomas

intactos (lbrahim et al., 2001; Henkel & Schill, 2003)

Num estudo realizado por Sieme et al. (2003), foi demonstrado um aumento
significativo da motilidade e integridade da membrana dos SPZ apds filtracdo de
sémen de garanhdo, enquanto, apds a centrifugacdo para lavagem de sémen ambos os
parametros foram prejudicados. Além disso, apds o armazenamento deste sémen
refrigerado durante 48h, a sua qualidade mostrou-se superior quando comparado com
o sémen centrifugado e diluido. Desta forma, a técnica de filtracdo revela bastante
interesse para a refrigeracdo e armazenamento de sémen equino durante longos

periodos.

Uma das vantagens da filtracio é a taxa de recuperagdo de SPZ ser superior
relativamente a outros métodos, aproximadamente 63%. No entanto, o PS e os
detritos celulares ndo sdo removidos na totalidade, pelo que, comparando com outros
métodos de separacdo de sémen, este ndo é tdo limpo (Henkel & Schill, 2003;

Januskauskas et al.,2005).

2.4.3. Centrifugacao com coloide

Estas técnicas consistem na centrifugacao de sémen diluido através de coloides, que
permitem a separacdo do plasma seminal e selecionam os espermatozoides moéveis,

vidveis e com boa integridade da cromatina (Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011).

A centrifugacdo com coloide era, até ha poucos anos, confinada apenas a
centrifugacdo por gradiente de densidade (CGD), a qual envolve a utilizacdo de vdrias
camadas de coloide de diferentes densidades. Recentemente, um novo método

designado por centrifugacdo com monocamada (SLC) através de um coloide espécie-
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especifico (Androcoll®) foi desenvolvido por investigadores da Swedish University for
Agricultural Sciences, o qual utiliza apenas uma camada de Androcoll® (Morrell et al.,

2008; Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011).

Na Tabela 2 estdo resumidas algumas vantagens e desvantagens das duas técnicas de

centrifugacao com coloide supracitadas.

Tabela 2: Comparagdo entre a técnica de centrifugacdo com monocamada de Androcoll-E®
com a técnica de centrifugacdo por gradiente de densidade (Morrell & Rodriguez-Martinez,

2009).
Tecnica ?e SLC de Androcoll-E®
separagao
Sémen sobre varias camadas de Sémen sobre uma camada Unica
coloide de coloide
Mais longo, pois tem mais Inferior a CGD
camadas
Boa Igual a CDG
Pode ser mais baixa do que para Pode ser mais elevada do que
SLC para CGD

CGD - Centrifugacdo por gradiente de densidade; SLC - centrifugacdo com monocamada;

SPZ - espermatozoides.

2.4.3.1. Centrifugacao por gradiente de densidade (CGD)

A CGD consiste numa técnica de selecdao de sémen baseada na separagdo dos SPZ em
subpopulagdes com diferentes densidades especificas. A separagdo dos
espermatozoides é realizada com base na motilidade e morfologia, pois a maioria dos
espermatozoides normais passam através dos gradientes e formam um pellet no fundo
do tubo, enquanto os espermatozoides morfologicamente anormais ou sem
motilidade, células epiteliais, leucdcitos, bactérias e detritos celulares ficam retidos na
interface entre os gradientes ou suspensos num dos mesmos. Isto ocorre porque,
durante esta centrifugacao, as células se movem para o ponto no qual o gradiente
corresponde a sua proépria densidade. Assim, o PS permanece na regido superior do
gradiente, enquanto os SPZ mdveis se deslocam na direcdao da forga centrifuga, mais

rapidamente que os imdveis, e formam um pellet (Fig. 18). Uma cuidadosa sele¢do da
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velocidade e do tempo de centrifugacdo é a “chave” que permite separar os SPZ
moveis dos imoveis (Parrish et al., 1995; Macpherson et al., 2002; Loomis, 2006;

Morrell, 2006).

Pré-CGD Pos-CGD

" Plasma seminal
Sémen

g > e diluidor
diluido

Camada de coloide de
menor densidade

Camada de coloide de

-> maior densidade <
Pellet de

espermatozoides

Fig. 18: Centrifugacdo por gradiente de densidade (CGD). O gradiente de densidade é
composto pelo menos por duas camadas de coloides de densidades diferentes, sendo o sémen
diluido depositado sobre a parte superior da camada de coloide de menor densidade. Apds
centrifugacao, forma-se um pellet de espermatozoides no fundo do tubo, enquanto o
sobrenadante é constituido por plasma seminal e diluidor de sémen.

O gradiente mais utilizado nesta técnica é o Percoll®, composto por particulas de silica
coloidal cobertas por polivinilpirrolidona (PVP). Todavia, as preocupag¢des com a
toxicidade potencial da PVP e a possibilidade de este pode conter endotoxinas resultou
na remogao do seu uso clinico em humanos. Posteriormente, tém sido introduzidos no
mercado coloides compostos por particulas de silica cobertas por silano, em
substituicdo do gradiente de Percoll®. Estes coloides tém como vantagens serem
autoclavaveis, reduzindo assim os niveis de endotoxinas, e estaveis durantes longos
periodos de tempo em solucdo salina, o que permitiu obter formulagdes comerciais
estandardizadas dos mesmos. As formulagdes espécie-especificas possibilitam uma
melhor selecdo de sémen de garanh3dao e sua sobrevivéncia, como é o caso do

EquiPure® (Mortimer, 2000; Morrel & Rodriguez-Martinez, 2009).
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Esta técnica, apesar de proporcionar bons resultados na melhoria da qualidade
seminal, é complexa e apresenta limitacdes, pois apenas permite processar baixos
volumes de sémen de cada vez, o que impde um obstaculo pratico a sua utilidade no
trabalho de campo em garanhdes. Além disso, consistentemente produz uma taxa de
recuperacao de SPZ baixa, o que pode impedir a sua utilizacdo no processamento de

ejaculados de baixa qualidade (Morrell et al., 2005; Morrell et al., 2009b).

2.4.3.2. Centrifugacao com monocamada (SLC) de Androcoll-E®

O protocolo de centrifugacdo com monocamada de Androcoll-E® consiste numa
simplificacdo da técnica de CGD. Esta centrifugacdo é realizada utilizando apenas uma
camada Unica de coloide de silica com uma formulacdo espécie-especifica (Androcoll-
E®) como gradiente de densidade, ficando o PS retido no topo do coloide enquanto os
SPZ de boa qualidade formam um pellet no fundo do tubo durante a centrifugacao

(Fig. 19; Morrell, 2006).

Este método de preparacdo de sémen permite selecionar subpopula¢cGes de SPZ com
boa motilidade, morfologia normal, membranas intactas e boa integridade da
cromatina, sendo estes parametros conservados durante um periodo de tempo
superior, relativamente aos espermatozoides nao selecionados (Johannisson et al.,
2009; Morrell & Rodriguez-Martinez, 2009). Um estudo recente demonstrou que
amostras de sémen submetidas a SLC e refrigeradas a 62C podem conservar a

capacidade fertilizante durante 96h de armazenamento (Lindahl et al., 2012).

A técnica de SLC é um recurso particularmente apelativo para aplicagdo em garanhdes
» . ” . . . .
maus refrigeradores”, pois apesar do custo associado a mesma, a melhoria na

longevidade do sémen pode trazer beneficios em termos de fertilidade (Morrell, 2011).

Um estudo realizado por Morrell et al. (2011b), com um pequeno numero de
garanhdes “problema” (sémen de ma qualidade ou taxa de fertilidade de 0-20%),
indicou que apds SLC ocorreu melhoria na qualidade do sémen e foi possivel recuperar

espermatozoides suficientes de cada garanhao individualmente para IA, levando a um
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efeito positivo na fertilidade, apesar destes resultados ndo serem estatisticamente

representativos.

Em 2009b, Morrell et al., publicaram um estudo no qual foi proposto um protocolo
para processar volumes de sémen superiores, por forma a permitir tornar a técnica de
SLC aplicavel na pratica didria de reproducdo de equinos. Assim, a utilizacdo da técnica
com Androcoll-E®-Large permitiu o processamento de 18 mL de sémen diluido em 15
mL de coloide por tubo de centrifuga de 50 mL. Desta forma, foi ultrapassado o
problema relativo ao pequeno volume de sémen que a técnica de CGD permitia

processar.

As aplicacGes mais importantes desta técnica consistem na melhoria da qualidade do
sémen para doses de IA; aumento do tempo de semivida das amostras de sémen
armazenadas in vitro; remoc¢dao de agentes patogénicos presentes no ejaculado;
melhoria na crio-sobrevivéncia através da remocdo de espermatozoides mortos e
anormais antes da criopreservacdo, ou selecdo dos espermatozoides vivos pOs-
descongelacdo; selecdo dos espermatozoides morfologicamente normais e com boa
integridade da cromatina para a IA, injecao intracitoplasmatica ou fertilizagdo in vitro,
aumentando assim a taxa de zigotos que se desenvolvem até a fase de blastocisto

(revisdo realizada por Morrell, 2011).

Pela comparagdo das duas técnicas de centrifugacdao com coloide (CGD e SLC), tem
sido demonstrado que a qualidade do sémen obtido apds processamento é
semelhante (Morrell et al., 2009a; Morrell & Rodriguez-Martinez, 2009). Em
contrapartida, Macpherson et al. (2002), referem que a técnica de SLC apresenta uma
melhor qualidade do sémen nas suspensdes de espermatozoides, além de apresentar
como vantagens a simplicidade e economia de tempo na sua realizagdao, quando

comparada com a técnica de CGD.
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Pré-SLC Pos-SLC

Sémen
diluido

Sobrenadante:
= diluidor,
plasma seminal,

Monocamada de Androcoll-E @

Androcoll-E®

Pellet de
espermatozoides

Fig. 19: Centrifugacdo com monocamada (SLC) de coloide Androcoll-E®. O sémen diluido é
depositado sobre a parte superior da monocamada de coloide Androcoll-E® e apds
centrifugacao forma-se um pellet de espermatozoides no fundo do tubo, enquanto o
sobrenadante é constituido por plasma seminal, diluidor de sémen e coloide (fotografia cedida
pelo Prof. Dr. Anténio Rocha).
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IIl.Trabalho experimental

3.1. Introducgao

Alguns garanhdes tém sémen de alta qualidade e com boa resisténcia a refrigeracao,
mas existe uma percentagem significativa de animais que requer técnicas de
processamento especializadas, diminuindo assim a sensibilidade a refrigeragao pela
otimizacdo da sua qualidade, com o objetivo de maximizar as taxas de gestacdo
obtidas por IA (Bradecamp, 2011). Brinsko et al. (2000a) definiu como “maus
refrigeradores” os garanhdes cujo sémen produzido tem uma quebra > 40% na
motilidade progressiva (MP) apds 24h de refrigeracdo e armazenamento, enquanto os

“bons refrigeradores” tém uma reducao < 30% nas mesmas condicdes.

Foi recentemente desenvolvido um novo protocolo de selecdo de espermatozoides
denominado centrifugacdo com monocamada (SLC) de Androcoll-E®, que permite fazer
a sua selecdo com base na motilidade elevada, morfologia normal, membranas
intactas e boa integridade da cromatina (Morrell et al., 2009b; Morrell & Rodriguez-
Martinez, 2009). Estudos prévios tém demonstrado que os SPZ selecionados
conservam a sua motilidade, viabilidade e integridade da cromatina por um periodo de
tempo superior, quando comparados com espermatozoides que nao foram sujeitos a

esta técnica de selecdo (Johannisson et al., 2009).

Algumas das aplica¢Oes praticas desta técnica relacionam-se com o melhoramento da
qualidade das doses de sémen para IA e com a diminuicdo da sensibilidade dos SPZ a
refrigeracdo a 4-62C, sobretudo em garanhdes “problema”, como também com o

aumento da "vida util" de amostras de sémen normais (Morrell, 2011).

Até a data de inicio deste trabalho experimental, todos os dados publicados sobre a
selecio de espermatozoides com Androcoll-E® eram provenientes de grupos de
investigacdo que envolviam a investigadora que desenvolveu o produto. Assim, com

este trabalho, pretendeu-se verificar os resultados obtidos por um grupo de
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investigacao independente, utilizando o Androcoll-E® em condigdes comerciais, e ndao
em condi¢Oes controladas de experimentacdo, analisando a aplicabilidade do mesmo

na reproducgdo equina.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da SLC, utilizando o coloide Androcoll-E®,
na qualidade do sémen (motilidade e morfologia espermaticas) apds a refrigeracdo e

armazenamento das amostras durante 72h.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Garanhoes e colheita de sémen

Foram obtidos um ejaculado (Fig. 3) de cada um de nove garanhdes férteis (cinco Puro
Sangue Lusitano, PSL, um Sela Francés e trés Puro Sangue Inglés, PSI), com idades

compreendidas entre os seis e 0s 24 anos, durante o periodo de abril a junho de 2012.

Todos os ejaculados foram colhidos nas instalagGes do Centro de Reproduc¢do Animal
de Vairdo (CRAV) do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (ICBAS) da
Universidade do Porto (UP). Dois dos garanhdes em estudo (um PSI e um PSL) eram
residentes nas instalagdes do CRAV e os restantes pertenciam a proprietdrios que
recorreram aos servicos médico-veterindrios

desta equipa.

Para a colheita de sémen utilizou-se um
manequim de monta (Fig. 6a) ou éguas em cio
(Fig. 6b), sendo o ejaculado colhido através de
uma VA (modelo Hannover, Fig. 7c; Colorado, Fig.

7a; INRA; Missouri, Fig. 7b, dependendo do

garanhdo). A VA era cheia com d4gua quente,

Fig. 20: Enchimento da vagina
pretendendo-se uma temperatura interna da  artificial com dgua quente, para

mesma entre 45 e 502C, testada com termdmetro obtencdo de temperatura

interna de 45-509C.
no interior (Fig. 20). A pressdo interna da VA
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variava com o tamanho do pénis e a preferéncia do garanhdo e, exceto na VA modelo
Missouri, era utilizada uma bainha sanitaria plastica. Era colocado gel lubrificante nao
espermicida estéril (Minitube Ibérica S.L., ref. 17116/7000) para a lubrificacdo da VA

imediatamente antes da colheita.

Apbs a colheita, o processamento do sémen era imediatamente realizado no

Laboratério de Reproducdo Equina, nas mesmas instalac¢des.

3.2.2. Avaliacao dos ejaculados frescos: volume, concentracao,

motilidade subjetiva e morfologia

A remocdo da fracdo gelatinosa do ejaculado foi feita através de filtros de gel de nylon

3,5” (Minitube Ibérica S.L., ref.
11231/0400; Fig. 21a), incorporados
no recipiente de colheita de sémen,
ou, no caso da utilizacdo de VA
modelo Missouri, foi realizada a partir
do recipiente de colheita para um

recipiente  pré-aquecido a 37°C

através de compressas (Fig. 21b). Na
Fig. 21: Filtracdo do sémen. a) Filtro de nylon;

VA Missouri utilizou-se este b) Filtracdo através de compressas, a partir do

procedimento, pois neste modelo os recipiente de colheita para um recipiente pré-

] . aquecido a 372C (adaptado de Anénimo, s.d.).
filtros de nylon ndo se adaptam aos

recipientes de colheita. Os recipientes de colheita apresentavam uma escala através da

qual foi medido diretamente o volume de sémen filtrado (Fig. 22).

A concentragcdo do sémen foi quantificada utilizando o espectrofotdmetro
SpermaCue® (Minitube Ibérica S.L.; Fig. 4b), sendo confirmada em hemocitémetro (Fig.

4a) aquando da obtenc3o de valores inferiores a 150x10° SPZ/mL.
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Fig. 22: Medi¢do do
volume de sémen

filtrado através da
escala incorporada no
recipiente de colheita
de sémen (adaptado de
Crabtree, 2010).

A motilidade do sémen fresco foi avaliada subjetivamente
pelo operador, colocando uma gota de sémen puro entre
uma lamina e lamela aquecidas previamente a 379C, e
observando-se em microscépio 6tico com platina aquecida a

mesma temperatura e com uma ampliacdo de 200x.

Para a avaliacdo da morfologia espermatica foram avaliados
esfregacos corados com Diff-Quick® em microscépio otico
(Zeiss Primo Star®, Minitube Ibérica S.L., ref. 12006/0017),
utilizando uma ampliacdo de 1000x e 6leo de imersdo, com

supervisdo de um operador experiente. Em cada esfregaco

foram observados 100 espermatozoides em campos
aleatdrios para averiguar a presenca de anomalias,
classificadas de acordo com a sua localizacdo: cabeca, trato
intermédio ou cauda. Quando se observou mais do que uma
anomalia no mesmo espermatozoide foi considerada apenas

a de maior importancia.

3.2.3. Processamento dos ejaculados

Imediatamente apds a avaliagdo, os ejaculados foram divididos em duas amostras:

uma para controlo (C) e a outra para centrifugagdo com monocamada (SLC) de

Androcoll-E®.

No caso da primeira, a amostra controlo foi colocada em tubos Falcon de 15 mL

(Greiner bio-one, ref. 1798K) ou de 50 mL (Greiner bio-one, ref. 1799A) e diluida para

uma concentragao de 25-50x10° SPZ/mL com diluidor INRA-96® (IMV Technologies,

L"Aigle Cedex, Franca) a 372C (Fig. 23).

As amostras destinadas a centrifugacdo com Androcoll-E®, foram processadas

seguindo o protocolo descrito por Morrell et al. (2011a) com algumas modificacdes
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(Anexo 2). O coloide, Androcoll-E®-Large (SLU, Uppsala, Suécia), foi equilibrado a
temperatura ambiente, e de seguida colocaram-se 15 mL do mesmo em cada um de
dois tubos Falcon de 50 mL. Pipetou-se cuidadosamente 15-18 mL de sémen diluido a
100x10° SPZ/mL com meio de Kenney, formando uma monocamada no topo do coloide
em cada um dos tubos (Fig. 19), e centrifugou-se durante 20 min a 500 g. O
sobrenadante foi desprezado e apdés uma nova quantificacdo da concentracdo em

hemocitémetro, o pellet foi diluido a 50x10° SPZ/mL com diluidor INRA-96° (Fig. 23).

Ejaculado fresco

Controlo 4—//”’_)\ Androcoll-E®

Diluic3o com INRA-96%(25-50x106 SPZ/mL) Diluicdo com Kenney (100x1085PZ/mL)
1 tubo por ejaculado 2 tubos por ejaculado
Diluidor INRA-96® 15-18 mL de sémen diluido

Sémen fresco 15 mL de Androcoll-E®

Centrifugagdo
20 min \L
500%x g

Aspiragdo do \oZ—— pejlet de sPZ
sobrenadante J{
e Androcoll-E®

Rediluir o pellet vV
com INRA-96% |,
(50x1085PZ/mL)

\ 4
|

Vv

Equitaner®

Fig. 23: Representacdo esquematica do processamento dos ejaculados, utilizando a diluicdo
controlo para refrigeracdo (esquerda) e a centrifugacdo com monocamada de Androcoll-E®
(direita; SPZ: espermatozoides; adaptado de Hoogewijs et al., 2011).
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Apds processamento, as duas amostras foram colocadas em Equitaner® (Minitube
Ibérica S.L., ref. 17220/0010; Fig. 15a), onde previamente foram colocadas duas latas
refrigeradoras especificas para uso neste equipamento, congeladas a -202C pelo
menos durante 24h antes da sua utilizacdo. O Equitaner® foi mantido a uma
temperatura ambiente de cerca de 22°2C e ndao foram realizadas medi¢des da sua
temperatura interior. As amostras de maior volume foram armazenadas em tubos
Falcon de 50 mL e colocadas diretamente no copo isotérmico, enquanto as de
pequeno volume foram mantidas em tubos Falcon de 15 mL colocados no mesmo
copo mas envolvidos por uma protecdo isolante (Fig. 24), para impedir uma curva de
refrigeracdo demasiado acentuada, conforme indicacdes do fabricante. Assume-se que
a curva de refrigeracdo para este equipamento corresponde a descrita por Douglas-
Hamilton et al. (1984), na qual os autores constataram uma diminuicdo controlada de
-0.32C/min, sendo mantida uma temperatura final de 4-62C por mais de 70h, quando o
Equitaner® é conservado a uma temperatura ambiental de 222C. Todas as amostras

foram armazenadas de forma anaerdbia.

Fig. 24: Amostras de sémen de menor
volume armazenadas em tubos Falcon
de 15 mL, envolvidos por uma
protecdo isolante no copo isotérmico
do Equitaner® (fotografia cedida pelo
Prof. Dr. Anténio Rocha).
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3.2.4. Avaliacdo das amostras processadas as 0, 24, 48 e 72 horas
3.2.4.1. Motilidade subjetiva (MSub)

Foi colocada uma gota de sémen de cada uma das amostras numa lamina com
camaras de contagem de 16 micra de profundidade (ISAS®-D4C16, Proiser, Valéncia,
Espanha; Fig. 25) previamente aquecida a 372C. A motilidade foi estimada utilizando
um microscopio o6tico de platina aquecida (372C), com uma ampliacdo de 200x. Esta

analise foi realizada para cada uma das amostras C e SLC as Oh, 24h, 48h e 72h apds

processamento.
o EEEE——]
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Fig. 25: Camara de contagem de 16 micra
de profundidade (ISAS®).

3.2.4.2. Parametros do ISAS®

Para cada uma das amostras C e SLC anteriormente colocadas nas camaras de
contagem de 16 micra de profundidade (Fig. 25), foram avaliados os parametros de
motilidade com recurso a um sistema de analise de sémen computorizado (ISAS®,
Proiser, Valéncia, Espanha) e um microscépio equipado com platina aquecida a 372C
(ampliagdo 200x). As definicbes do software foram previamente otimizadas para

espermatozoides de garanhao (Tabela 3).

Os parametros avaliados foram a motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), percentagem de células rapidas (Rap), velocidade curvilinea (VCL), velocidade

retilinea (VSL), velocidade média (VAP) e indice de oscilagdo (10).
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Tabela 3: Defini¢Ges utilizadas no sistema de andlise de sémen computorizado (ISAS®).

Definigao Valor
Numero de imagens/segundo 25/seg
Tamanho maximo das células 75 um
Tamanho minimo das células 4 pum
Velocidade das células rapidas >90 um/seg
Linearidade 35%
Temperatura 37°C

3.2.5. Morfologia espermatica as 72h

A avaliacdo da morfologia espermatica nas amostras C e SLC as 72h foi realizada

conforme descrito em 3.2.2.

3.2.6. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica®, versdao 10 (StatSoft,

2011). Os dados estdo expressos em valores médios e desvio padrdo (médiato).

Para os dados de motilidade subjetiva (MSub) e parametros aferidos no software ISAS®
verificou-se, através de uma andlise de variancia fatorial, que ndo havia interagcao
entre os dois fatores a testar: tempo (0, 24, 48 e 72 horas apds processamento) e
método de processamento do sémen (C e SLC). Assim, para determinar o efeito do
método de processamento do sémen foi realizada uma andlise de variancia com um
Unico fator (One-way ANOVA) para cada um dos tempos estudados, seguida de um
teste post-hoc de Scheffé quando foram detetadas diferencas significativas. Para
determinar se havia diferengas entre os grupos C e SLC na morfologia espermatica as
72 horas, realizou-se uma analise de variancia. Consideraram-se diferencas

significativas quando p<0,05.
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3.3. Resultados

Na Tabela 4, estdo representados os valores médios e desvio padrdo dos parametros
analisados para as amostras dos nove ejaculados frescos imediatamente apds colheita.
Pela andlise destes valores, podemos afirmar que a maioria dos valores médios destes
parametros se encontram dentro dos valores padrdo para a espécie equina (Crabtree,

2010), exceto o volume filtrado, que se encontra ligeiramente acima.

Tabela 4: Valores médiosto, minimos, maximos e padrdo (Crabtree, 2010) dos pardmetros
analisados no sémen fresco imediatamente apds colheita (n=9).

Valor
Parametro Médiato Minimo  Maximo
padrdo
Concentragio (x10° SPZ/mL) 195,84+91,1 126 365 100-500
Volume filtrado (mL) 95,1+57,3 21 200 20-80
Motilidade Subjetiva (%) 53,3+7,9 40 65 >40
Morfologia normal (%) 61,8+18,6 37 91 >50

o — Desvio padrao.

Os valores médios e desvios padrdao para cada parametro de motilidade, por tempo e
processamento, sdo apresentados na Tabela 5. Para todos os parametros de cinética
espermdtica analisados, apenas foram detetadas diferengas significativas entre
processamento na andlise global as 24h (p<0,01), sendo estas encontradas unicamente
na VCL (p=0,03) e VSL (p=0,01). Nestes dois parametros o valor médio é superior no
sémen tratado com SLC em relacdo ao controlo. E de notar uma diminuicdo numérica
nos valores médios das caracteristicas cinéticas dos espermatozoides, ao longo do

tempo de conservagao, sendo esta mais acentuada na amostra controlo.
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Tabela 5: Valores médios+to das caracteristicas cinéticas dos ejaculados as 0, 24, 48 e 72h para

cada um dos processamentos de sémen realizados (n=9).

Tempo de
po g€ oh 24h 48h 72h
refrigeracao
Processa-
C SLC C SLC C SLC C SLC
mento
MP
35,5410,2 46,0+13,2 | 2504145 39,7+13,6 | 20,4+13,8 34,3+13,2 | 19,2+13,1 23,3+11,0
(%)
MT
59,5¢12,0 65,0£12,4 | 48,2+23,0 57,2#13,4 | 38,7+20,5 51,3+14,7 | 38,2+21,7 39,0+14,7
(%)
Rap
28,4+11,1 27,1+13,2 | 14,8+9,2  22,3+8,1 | 13,4+9,8 21,7+12,7 | 13,4t10,6 14,4+12,3
(%)
® VCL
‘2 87,6+9,8 82,0+10,0 |69,5+11,1* 80,8+8,8t | 70,9+11,9 82,9+16,1 | 73,5¢13,8 76,9+20,3
¥ | (um/s)
VSL
33,8492  41,9+10,8 | 22,4+42,7* 31,7+9,0t | 21,3+2,7  29,4+7,7 | 21,0¢45 25,6464
(um/s)
VAP
56,7¢9,2 57,5%10,1 | 39,5%6,8 47,2483 | 38,4+6,6  44,9¢9,4 | 38,1+7,9  40,4+10,2
(um/s)
10
64,6156  70,3+9,0 | 56,7+2,6  58,6£9,0 | 54,2+2,9  54,2+46 | 51,9+48 52,8439
(%)
MSub
63,3+11,7 62,2+¢11,2 | 39,4+19,1 52,2+#13,9 | 31,7+20,9 39,4+16,9 | 23,8+20,1 29,4+17,2
(%)

*tMédias na mesma linha com simbolos distintos indicam diferencas significativas (p<0,05).

Valores médios na mesma linha sem simbolos ndo tém diferencas significativas (p>0,05).

Parametros do ISAS®: C - refrigeracdo controlo; SLC - centrifugacdo com monocamada de

Androcoll-E®; MP - motilidade progressiva; MT - motilidade total; Rap - rapidos;

VCL - velocidade curvilinea; VSL - velocidade retilinea; VAP - velocidade média;

|0 - indice de oscilagdao; MSub - motilidade subjetiva; o — desvio padrao.

Dos nove garanhdes, trés foram considerados “maus refrigeradores”, com uma quebra

> 40% de motilidade apds 24h de refrigeragdo. Na Tabela 6 sao apresentados os

valores percentuais das motilidades obtidas para estes garanhdes, sendo visivel uma

melhoria numérica da motilidade nas amostras tratadas, dentro de cada tempo. E

também de notar que a diferenca de motilidade entre tempos para cada
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processamento tem, na generalidade, uma variagao superior, principalmente as 24h,

na amostra controlo relativamente a amostra SLC.

Tabela 6: Valores percentuais das motilidades dos ejaculados de garanhdes “maus
refrigeradores” as 0, 24, 48 e 72h para cada um dos processamentos de sémen realizados

(n=3).
ISAS®
Motilidade
Motilidade Motilidade Subjetiva (%)
progressiva (%) Total (%)
Garanhao Tempo C SLC C SLC C SLC
Oh 48,9 68,2 67,9 79 70 70
: 24h 7,7 59,6 25,2 68,1 10 70
48h 3,9 46,3 10,3 56,3 5 50
72h 4,7 32,4 14,5 43,3 5 40
Oh 15,6 23,4 33,8 46,3 35 35
24h 4,9 16 11,4 28,6 10 25
3 48h 3,7 16,5 10 22,8 5 15
72h 3,1 10,8 6,3 16,4 5 15
Oh 36,6 58,7 64,3 85,1 65 70
9 24h 13,9 25,5 34 45,5 30 45
48h 11,7 25,6 32,2 54,1 25 45
72h 9,3 11,8 23,8 27,8 15 30

C - refrigeragdo controlo; SLC - centrifugacdo com monocamada de Androcoll-E®.

Relativamente aos parametros de morfologia, ndo se encontraram diferencas
significativas entre tratamentos as 72h, nem entre a percentagem de SPZ
morfologicamente normais e entre cada parametro, nem individualmente (Tabela 7).
No entanto é de realcar que as anomalias do flagelo (Tl e cauda), que consiste na
estrutura propulsora da célula espermatica, apresentam uma diminuicdo numérica nas

amostras tratadas.
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Tabela 7: Valores percentuais médiosto* de espermatozoides morfologicamente normais e de
anomalias de cabeca, trato intermédio (Tl) e cauda as 72h (n=8).

Morfologia C (%) SLC (%)

Normais 67,6£12,6 78,6%8,7
Anomalias de cabega 5,8+2,9 6,413,6
Anomalias de Tl 16,2+10,5 8,5+4,6
Anomalias de cauda 10,4+6,9 6,5+3,8

*Nao houve diferencas significativas (p>0,05) entre médias.
C - refrigeragao controlo; SLC - centrifugacdao com monocamada de Androcoll-E®, o — desvio
padrao.

3.4. Discussao e conclusao

Um aumento significativo da qualidade do sémen tratado por centrifugacdo com
monocamada de coloide de silica Androcoll-E® e refrigerado a 52C em relagdo a
amostras ndo centrifugadas, tem sido reportado em estudos anteriores com grande
numero de ejaculados (n>250), observando-se melhorias significativas nos parametros
de motilidade e morfologia espermatica (Morrell, 2010a). O objetivo deste trabalho
experimental foi estudar as alteragdes de cinética e de morfologia espermatica
durante 72h de refrigeracdo entre as amostras nao tratadas (C) e tratadas com
Androcoll-E® (SLC). Nos resultados apresentados (Tabela 5) é notéria uma deterioragao
das caracteristicas cinéticas dos espermatozoides ao longo do tempo de conservagao,
como seria de esperar, sendo que esta deterioracdo é numericamente mais acentuada
na amostra controlo. Apesar disso, e contrariamente ao previamente publicado
(Johannisson et al., 2009), as diferengcas por nds encontradas nao apresentam
significado estatistico, exceto as 24h para VCL e VSL. De referir que a importancia da
motilidade dos espermatozoides e dos diferentes parametros de cinética espermatica
para a real capacidade fertilizante dos ejaculados é ainda um tema em debate. No
entanto, a VCL e a VSL sdo dos parametros geralmente considerados com maior valor

preditivo na fertilidade do sémen. Apesar da auséncia de diferengas estatisticamente

50



significativas entre o sémen controlo e o sémen tratado, observa-se no entanto uma
consistente superioridade numérica dos valores de motilidade obtidos com ejaculados
SLC. A falta de significancia podera estar relacionada com o facto de a amostra ser
reduzida, associada a elevada variabilidade existente entre garanhdes no que diz

respeito as caracteristicas espermaticas.

Segundo Morrell (2010a), a maioria dos SPZ com anomalias ndo passam tdo facilmente
através do coloide como os SPZ morfologicamente normais. Neste trabalho houve uma
diminuigdo numérica de quase 50% nos defeitos do Tl das amostras tratadas, bem

como uma redu¢do no numero de anomalias da cauda (Tabela 6).

A técnica de SLC é um recurso particularmente apelativo para aplicacdo em garanhdes
“maus refrigeradores”, pois apesar do custo associado a técnica, a melhoria na
longevidade do sémen pode trazer beneficios em termos de fertilidade (Morrell, 2011).
Morrell et al. (2011b), num estudo realizado em cinco garanhdes com ejaculados
“problema”, obteve uma melhoria na taxa de fertilidade pela recuperacdo de
espermatozoides de boa qualidade suficientes para IA apds SLC com Androcoll-E®. De
forma semelhante e segundo Hoogewijs et al. (2011), a selecdo de SPZ utilizando
Androcoll-E® previamente a criopreservacdo de sémen resultou num aumento da
motilidade progressiva dos SPZ pds-descongelagdo, sendo o seu beneficio mais
marcado em cavalos que produzem sémen inadequado para congela¢do. Ainda nao
existem estudos que diferenciem os efeitos desta técnica em garanhdes “bons” e
“maus refrigeradores”, mas é possivel que o comportamento seja semelhante ao
descrito por Hoogewijs et al. (2011) em relagdo a criopreservacdao de sémen.
Analisando os dados recolhidos neste estudo individualmente, podemos considerar
“maus refrigeradores” — quebra maior ou igual a 40% de motilidade progressiva as 24
h — apenas trés dos nove garanhdes utilizados. Analisando individualmente os
resultados das motilidades obtidos para estes animais (Tabela 5), verifica-se a
existéncia de uma motilidade numericamente mais elevada nas amostras processadas
com SLC, relativamente a estes parametros cinéticos. Estes resultados sao

concordantes com os publicados por Morrell et al. (2011b), pelo que poder-se-ia
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especular que num estudo com maior numero de garanhdes “maus refrigeradores” os
beneficios do tratamento SLC poderiam ser mais evidentes. Assim, de uma forma
geral, a discrepancia dos resultados obtidos relativamente aos previamente publicados
(Johannisson et al., 2009; Morrell 2010a), podera ser explicada pela pequena amostra
utilizada no nosso estudo, aliada a sua heterogeneidade e pequeno numero de “maus

refrigeradores”.

Este trabalho foi desenvolvido durante a atividade primordialmente comercial do
CRAV, pelo que os dados obtidos estiveram dependentes do numero de animais
levados ao centro, e dentro desses, apenas entraram no estudo os que se considerou
(baseado em critérios de selecdo da direcdo do centro e ndo nas necessidades da
estagidria) apropriados para submeter ao tratamento por Androcoll-E®. Este facto
resultou num numero reduzido de amostras, pelo que os resultados aqui expressos
devem ser considerados apenas indicativos, sendo de interesse acumular mais dados

nas proximas épocas reprodutivas a fim de se obter conclusGes mais consistentes.

Em conclusdo, os resultados obtidos neste estudo ndo demonstram uma superioridade
gualitativa significativa das amostras de sémen refrigerado apds tratamento com a
técnica de centrifugacdo com monocamada de Androcoll-E® em sémen de garanh3do.
Dada a exiguidade da amostra no presente estudo, seria de interesse aumentar a
amostragem e diferenciar “bons refrigeradores” de “maus refrigeradores”, para desta
forma se poder obter conclusGes mais sdlidas sobre a possivel utilidade desta técnica

na industria de inseminagao artificial de equinos.
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IV. Conclusoes Gerais

A utilizacdo de sémen refrigerado de garanhdo para IA tem sofrido, nos ultimos anos,
um incremento notdrio, mas associada a esta técnica tem sido verificada uma reducdo
nas taxas de fertilidade apds IA, quando o armazenamento do sémen ultrapassa as
24h. Para este facto contribui a alta variabilidade da fertilidade individual dos
garanhdes e a baixa qualidade do sémen, como também a utilizacdo de técnicas de
colheita e processamento incorretas, comprometendo assim a sua qualidade durante a
refrigeracdo (Neild et al., 2005; Aurich & Aurich, 2006; Aurch, 2008; Morrell et al.,
2010a).

Os motivos supracitados
predispéem  sinergicamente a
investigacao de novas
metodologias de melhoramento de
sémen, nomeadamente o método
de selecdo de espermatozoides
através de SLC com Androcoll-E®

(Fig. 26). Esta técnica tem

demonstrado uma superioridade

do sémen apds refrigeracdo e Fig. 26: Primeiro poldro nascido no CRAV apds

IA de égua com 22 anos e Utero de grau lll,

armazenamento, ndo sé a nivel de , I , .
através da utilizagdo de sémen refrigerado no

qualidade e longevidade, como qual foi aplicada a técnica de centrifugacdo
com monocamada de Androcoll-E® (24 de maio

também a nivel de fertilidade,
de 2012).

relativamente ao sémen processado
sem recurso a SLC (Morrell et al., 2010a; Morrell et al., 2011b). Contudo, os resultados
estatisticos obtidos no trabalho experimental apresentado nesta dissertacdo nao

foram concordantes com a maioria dos estudos realizados previamente.

Assim, e pelo custo econdmico elevado associado a utilizagao deste tipo de técnicas,

deve investir-se em estudos que distingam claramente os resultados entre garanhdes
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“bons” e “maus refrigeradores”, de forma a permitir direcionar a sua utilizagdo ao tipo

de reprodutor.
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Anexos




Anexo 1: Casuistica geral das atividades desenvolvidas no CRAV

do ICBAS-UP durante o estagio curricular

Durante o estagio curricular desenvolvido no CRAV (ICBAS-UP) foram acompanhadas

um total de 62 éguas, sendo 47 pertencentes a clientes, das quais 33 sdo PSL (Graficos
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Grafico 1: Valores numéricos referentes a casuistica de clinica reprodutiva da égua (n=62

le?2).
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Grafico 2: Valores numéricos referentes a casuistica de inseminacgao artificial (IA; n=56) e
ecografias transretais (TR; n=532), diferenciando o nimero de procedimentos realizados e
assistidos.



Foram também acompanhados uma totalidade de 13 garanhdes, dos quais 11

pertenciam a clientes. A raca mais prevalente foi o PSL, constituindo oito dos 13

garanhoes (Graficos 3, 4 e 5).
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Grafico 3: Valores numéricos referentes a casuistica de clinica reprodutiva do garanhdo (n=13
garanhdoes).
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Grafico 4: Valores numéricos referentes
a casuistica detalhada relativa a colheita
de sémen no garanhdo (n=44; VA:
vagina artificial).

Grafico 5: Valores numéricos referentes
a casuistica detalhada relativa a
manipulacdo de sémen (n=41; IA:
inseminacdo artificial).




Anexo 2: Protocolo para preparacao de sémen equino utilizando

Androcoll-E®-Large (CRAV, ICBAS-UP)

1. Equilibrar o coloide a temperatura ambiente antes da sua utilizacdo.

2. Verificar a concentracdo do sémen.

3. Diluir o ejaculado a 100x10° SPZ/mL com diluidor de Kenney ou equivalente,
aquecido a 379C.

4, Colocar assepticamente 15 mL de coloide num tubo cénico de centrifuga de 50
mL.

5. Adicionar cuidadosamente uma camada de 15-18 mL de sémen diluido no topo
do coloide utilizando uma pipeta Pasteur para os primeiros trés mililitros, e em
seguida uma pipeta descartavel para os restantes 12-15 mL. Deve haver uma
interface bem definida entre o coloide e o sémen.

6. Centrifugar a 500 g durante 20 min.

7. Remover cuidadosamente o sobrenadante e a maioria do coloide sem
perturbar o pellet de espermatozoides, deixando 1-2 mL de coloide sobre o
mesmo.

8. Com uma pipeta Pasteur limpa, aspirar o pellet e transferi-lo para um tubo ao
qual se adiciona o diluidor de forma a obter uma concentragdo de 25-50x10°

SPZ/mL

Nota: Embora o coloide seja estéril, este ndo contém antibidticos. Por este motivo,
devem ser sempre utilizadas técnicas assépticas quando forem removidas amostras do

recipiente original.



