UFRPE

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
TROPICAL

INFLUENCIA DO TEMPO NA FERTILIDADE DO SEMEN
DESCONGELADO DE GARANHOES DA RACA QUARTO DE
MILHA

ILLANNA DE SOUZA LIMA BRANDAO

RECIFE - PE
2020



UFRPE

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
TROPICAL

INFLUENCIA DO TEMPO NA FERTILIDADE DO SEMEN
DESCONGELADO DE GARANHOES DA RACA QUARTO DE
MILHA

ILLANNA DE SOUZA LIMA BRANDAO

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pos-Graduagdo Ciéncia
Animal Tropical da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como
requisito parcial para obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal
tropical.

Orientador: Dr. Gustavo Ferrer
Carneiro

RECIFE - PE
2020



Dados I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

B817i Brand&o, Illanna de SouzaLima
Influéncia do Tempo na Fertilidade do Sémen Descongelado de Garanhdes da Raga Quarto de Milha/ lllanna de
Souza Lima Brand&o. - 2020.
75f. il

Orientadora: Gustavo Ferrer Carneiro.
Inclui referéncias, apéndice(s) e anexo(s).

Dissertagé@o (Mestrado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de P6s-Graduag&o em Ciéncia Animal
Tropical, Recife, 2020.

1. Equino. 2. Criopreservagdo. 3. Longevidade espermética. |. Carneiro, Gustavo Ferrer, orient. I1. Titulo

CDD 636.089




ILLANNA DE SOUZA LIMA BRANDAO

INFLUENCIA DO TEMPO NA FERTILIDADE DO SEMEN
DESCONGELADO DE GARANHOES DA RACA QUARTO DE
MILHA

Dissertagdo apresentada ao Programa
de Po6s-Graduacdo Ciéncia Animal
Tropical da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal tropical.

Aprovada em: / /

COMISSAO EXAMINADORA

PRESIDENTE/ORIENTADOR: PROF. DR. GUSTAVO FERRER CARNEIRO
DMV — UFRPE

PROF. DR. VICTOR NETTO MAIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AGRESTE DE PERNAMBUCO - UFAPE

PROF. DR. LUIZ CARLOS FONTES BAPTISTA FILHO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AGRESTE DE PERNAMBUCO - UFAPE



A Deus, que me deu forgas para ir até o fim.
A minha mae, irma, esposo ¢ filha, por terem
estado ao meu lado, como pilares.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus por ser o amado de minha alma. Aquele que me guarda e que ¢ luz para o
meu caminho, nao permitindo que eu tropece. Que me dé colo e que me conforta em todos

os momentos, reafirmando seu amor incondicional por mim.

A minha mae e irmd, minhas grandes incentivadoras, meus exemplos de amor,

bondade, doagao, paciéncia, bracos abertos e maos estendidas...

A minha filha, Maria Luisa, que ¢ a luz dos meus olhos. Quem me alegra e me faz

lutar para ser uma pessoa melhor todos os dias. Meu coracdo fora de mim...

A meu companheiro, amigo e esposo, Felipe Holands. Por todo amor, paciéncia e
incentivo. Por segurar as pontas sempre que precisei me ausentar ¢ entender minhas

auséncias.

A cada um de minha familia e amigos, por acreditarem em mim e por me
incentivarem a nao desistir. Em especial, ao meu avd Elias e meu tio Jodo, por terem me
ensinado tudo que sou e o que queria ser. Nao posso imaginar a alegria que teriam em me

ver crescer (in memoriam).

A minha sogra Hygia por tudo que ¢ e tem feito pela nossa familia. E ao meu sogro,
Sr. Sérgio (in memoriam), por todo amor que tinha por mim, e por acreditar na educagdo

como ferramenta de mudanga, de dias melhores.

Ao meu querido orientador, Professor Gustavo Ferrer, pelo carinho com que sempre
me tratou, por toda dedicagdo para que pudéssemos produzir esse trabalho. Por acreditar e

confiar em mim.

A todos do LABRAPE, em especial a Andreza Viana, por cada dia em que me ajudou
sem medir esfor¢os, muitas vezes deixando de lado sua rotina de trabalho de lado. E a todos
do ANDROLAB, em especial a Professora Maria Madalena Pessoa Guerra, pelas portas

abertas, Lucinha e Robespierre, por toda ajuda e ensinamentos.



Ora, a f¢é ¢ a certeza daquilo que esperamos,
e a prova das coisas que ndo vemos
(Hebreus, 11.1).



RESUMO

Quando se trata de biotecnologias da reproducao, ¢ conhecido que o indice de fertilidade
do sémen congelado equino ainda ¢ reduzido, uma vez que, os processos de congelacao
e descongelacdo levam a efeitos deletérios sobre o espermatozoide, diminuindo sua taxa
de motilidade e vigor, modificando sua morfologia e, consequentemente, reduzindo o
potencial fértil dos reprodutores. Por isso a necessidade de testes in vitro que avaliem a
qualidade do sémen equino descongelado, assim como sua viabilidade in vivo, levando-
se em consideracao a possivel influéncia da individualidade do animal sobre a forma de
se comportar das células espermdticas frente aos processos de congelacdo e
descongelagdo. Logo, o objetivo do presente estudo foi avaliar parametros de qualidade
seminal in vitro de diferentes garanhdes durante o teste de termorresisténcia, com o
proposito de se obter uma técnica com maior repetibilidade, e que auxilie no incremento
dos resultados no uso de sémen congelado equino. Para isso, foram utilizadas amostras
de s€men de 4 garanhdes da raga Quarto de Milha, em 5 repeti¢des, submetidos a TTR
nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos. A cinética espermatica foi avaliada através do CASA.
A integridade de membrana, foi avaliada pela coloragdo dupla (Diacetato de
Carboxifluoresceina e lodeto de Propidio), e a integridade do acrossoma, o Isotiocianeto
de Fluoresceina conjugado a Peanut agglutin. A morfologia espermatica foi analisada
através de microscopia em camara umida com microscopio de contraste de fase. A
viabilidade in vivo, foi testada pela inseminagao de 10 éguas para gestagao ou coleta de
embrides distribuidos entre os reprodutores. Os dados foram analisados pelo Statistical
Analysis System (SAS), com linearidade mista e parcelas repetidas no tempo, adotando
covariancia autorregressiva; e as médias comparadas pelo teste de Tukey Kramer. As
correlacdes entre as variaveis foram avaliadas pelo coeficiente de correlacdo de
Spearman. Foi observada uma interagdo significativa nos parametros Reprodutor,
Tempo e interacdo reprodutor x tempo (p < 0,001) na cinética espermadtica, indicando
individualidade entre garanhdes em termos de longevidade espermatica. Essa
individualidade se repetiu na integridade de membrana, onde apenas um dos garanhdes
manteve membrana integra sem diferenga significativa até os 90 minutos pos-TTR,
enquanto que os demais reprodutores obtiveram diferencga na integridade de membrana
aos 30 e aos 60 minutos, respectivamente. Nao houve diferenca na patologia espermatica
ou na integridade de acrossoma entre tempos ou reprodutores. 50% das éguas
inseminadas apresentaram embrido ou prenhez e todos as amostras seminais
apresentaram pelo menos 1 égua prenhe ou embrides. Demonstrando nitidamente a
individualidade dos reprodutores e a necessidade de mais conhecimento das
caracteristicas seminais de longevidade espermatica dos mesmos, a fim de se padronizar
protocolos de IA para poder determinar o momento mais adequado para a inseminacao
de acordo com o tempo da ovulagdo, mantendo-se indices de fertilidade melhores.

Palavras-chave: Equino; criopreservagao; longevidade espermatica.
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1 INTRODUCAO

Durante a domesticagdo, o homem transformou gradualmente os processos reprodutivos
dos animais domésticos, antes de pastoreio livre e sistema de acasalamento estacional, para
intensiva producdo com sistema reprodutivo abrangendo o ano inteiro. Em consequéncia, a
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos declinou devido aos fatores ambientais e as demandas da
producao economica. Esses fatores podem resultar em falha reprodutiva parcial ou completa,
exigindo ao longo dos anos, a criacdo e desenvolvimento de técnicas que explorassem o
potencial reprodutivo nos sistemas de produgdo (Aratjo, 2010).

A criagdo de cavalos destinados ao segmento esportivo sofreu um grande aumento nas
ultimas décadas. O plantel aumentou rapidamente sem que existisse nimero adequado e
proporcional de bons garanhdes a disposi¢do nas temporadas reprodutivas. Esse fato, aliado as
vantagens econdmicas € sanitarias, vem proporcionando crescente aceitagdo no uso de
diferentes biotécnicas ligadas a reproducgao (Bortot, 2013).

A utilizacao de biotecnologias cada vez mais modernas tem contribuido para o avango
da reprodugdo de diversas espécies animais, em especial animais de produg¢do. O
desenvolvimento de técnicas adequadas para a preservacdao e armazenamento de s€émen ¢ um
dos passos de maior importancia neste avango, uma vez que possibilita 0 maior aproveitamento
de animais de grande potencial genético e de animais que ndo possam — temporaria ou
permanentemente — ser utilizados na reprodugdo, ou até de animais ameagados de extingao,
além de permitir o transporte de sémen a longas distancias, sendo considerado como o melhor
seguro bioldgico de reprodutores geneticamente superiores (Gomes, 2006).

Este fato ¢ bem evidente na criagao de equinos, que como consequéncia do aumento da
demanda nos sistemas de criagdo, gerou a necessidade de desenvolvimento de técnicas que
possibilitassem um maior e melhor aproveitamento do potencial produtivo e reprodutivo dessa
espécie. A criopreservacdo de sémen ¢ uma dessas técnicas, que veio para facilitar e otimizar a
producao, e sofreu avancos significativos a partir da descoberta do glicerol como crioprotetor
(Brandao, 2008).

De acordo com a biotécnica reprodutiva a ser utilizada, had uma diferenga relativa quanto
a técnica empregada para a conservagdo do sémen e ao tempo decorrido entre sua colheita e
utilizacdo. Dessa forma, o s€émen pode ser conservado, basicamente, através das técnicas de

refrigeragdo e congelamento (Bochio, 2012).
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A criopreservacdo do sémen proporciona inimeras vantagens, como aumento da
disponibilidade de espermatozoide, facilitando os trabalhos de reproducao assistida, otimiza¢ao
do uso de garanhdes com comprovada superioridade genética, com a possibilidade do
armazenamento de sémen, mesmo fora da estacdo de monta e a quebra das barreiras
geograficas, que torna possivel a remessa de sémen para qualquer parte do mundo (Barreto et
al., 2008).

Por outro lado, a fertilidade do sémen congelado ainda ¢ reduzida, uma vez que, os
processos de congelacdao e descongelagdo levam a efeitos deletérios sobre o espermatozoide,
diminuindo sua taxa de motilidade e vigor, influenciando sua morfologia e, consequentemente,
reduzindo o potencial fértil dos reprodutores. E importante salientar que também ha obstaculos
relacionados as diferencas individuais de congelabilidade espermética entre garanhdes,
ejaculados do mesmo individuo e também pela baixa capacidade dos espermatozoides equinos
de resistirem aos danos causados pelos processos de congelamento e descongelamento
(Candeias, 2010).

Logo, para uma melhor predicdo da fertilidade e melhoria dos métodos de
congelamento, ¢ importante que técnicas de avaliacdo da qualidade do sémen in vitro sejam
desenvolvidas, como também se faz necessario o entendimento da variabilidade entre os
garanhdes. As técnicas mais eficientes de avaliacao disponiveis, como por exemplo, sistema de
avaliagdo computadorizado das caracteristicas seminais (CASA), teste de termorresisténcia
(TTR), técnicas de coloracdo, sondas fluorescentes, citometria de fluxo sdo mais laboriosas,
necessitando uma estrutura laboratorial que ndo esta a disposicao do veterinario de campo na
maioria das vezes, assim como também, sdo onerosas, por vezes. Dessa forma, na maioria dos
casos sO sdo analisadas a motilidade das amostras de sémen, por ser uma técnica facil e rapida,
e esta ao alcance do médico veterinario no campo. Porém essa andlise nao € capaz de determinar
defeitos celulares e possui baixa correlagdo com a fertilidade do garanhdao (ALLEN, 2005).
Uma vez que a melhor maneira de se predizer a fertilidade de um garanhdo ainda ¢ através da

taxa de prenhez in vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia do tempo durante diferentes provas de avaliagdo  de sémen

criopreservado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

Realizar avaliagdo espermatica através do sistema CASA considerando o tempo de
longevidade espermatica associada a viabilidade de cada um dos reprodutores;

Avaliar a interag@o entre as variaveis tempo X animal, e animal x animal;
Correlacionar longevidade espermatica e integridade da membrana plasmatica a
viabilidade de cada um dos reprodutores;

Relacionar a longevidade espermatica com a integridade do acrossoma associando a
viabilidade dos reprodutores;

Relacionar o tempo de longevidade espermatica com suas respectivas patologias
espermaticas.

Testar a viabilidade in vivo das amostras espermaticas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CONSIDERACOES REPRODUTIVAS DO GARANHAO

O aparelho reprodutivo do garanhdo ¢ constituido basicamente pelo pénis, bolsa escrotal,
testiculos, prepucio, uretra, glandulas acessorias como as glandulas vesiculares, com a fung¢do
de produzir maior parte do sémen, as glandulas bulbouretrais e prostata responsaveis pela fracao
pré-espermatica; epididimo e ducto deferente responsaveis pela fragao rica em espermatozoides;
e vesiculas seminais, responsaveis pela fracdo pos-espermatica ou fragdo pobre, formada por
espermatozoides remanescentes no canal uretral e liquidos, o gel. (Cunningham, 2014; Neves et
al.,2016).

Em seus aspectos funcionais, destacam-se as fungdes celular, responséavel pela producao
de espermatozoides, ¢ a enddcrina, encarregada da produgdo de hormoénio antimilleriano
(AMH) na vida fetal; producdao de inibina, responsavel pela auto regulacdo; produgdo de
testosterona, importante para desenvolvimento e manutencao da secrecao das glandulas sexuais
acessorias, responsavel por parte da espermatogénese, producdo de feromonios para atracao
sexual e marcagdo de ambiente, além de garantir caracteristicas sexuais masculinas secundarias
(Cunningham, 2014; Taffner et al., 2016).

De forma geral, a gametogénese ¢ um processo organizado que ocorre no parénquima
testicular, consistindo em um conjunto de divisdes e diferenciacdes celulares a partir de uma
célula primordial, a espermatogdnia, e resultando na producdo de espermatozoides, células
bem diferenciadas. Esse processo tem inicio préximo a puberdade, e continua por toda a vida
do garanhdo. O tempo necessario para que uma espermatogonia se torne um espermatozoide,
gira em torno de 55 a 57 dias. Por volta de nove dias ocorre o transporte dos espermatozoides
através do sistema de ductos epididimérios, e consequentemente, uma nova populacio de
espermatozoides pode ser ejaculada apds 64 a 66 dias aproximadamente. Todavia, ¢ valido
lembrar que de acordo com o passar da idade e a sazonalidade, ¢ possivel observar alteragdes

nas caracteristicas seminais e comportamento sexual do garanhao (Rua, 2014).
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A espermatogénese ¢ subdividida, basicamente, em trés etapas. A saber: A primeira,
designada fase de proliferacdo ou espermatocitogénese, consiste em todas as divisdes mitdticas
das espermatogonias. Existem varias geragcdes de espermatogonias e cada uma sofre divisao
mitdtica, gerando um grande nimero de espermatogonia do tipo B. Algumas dessas células
voltam a um estagio mais primitivo, promovendo assim uma continua renovagdo do sistema

de células a partir de uma nova espermatogonia (Singer e Nicolson, 2003).

A segunda etapa, denominada de meidtica envolve espermatdcitos primarios e
secundarios. Durante esta etapa a diversidade genética ¢ garantida por meio da replicacao do
DNA e pelo crossing over, produzindo espermatides haploides (n). E a terceira fase da
espermatogénese ¢ a de diferenciagdo, denominada de “espermiogénese”. Durante esta fase,
ndo ocorre mais divisdo celular, a espermatide indiferenciada e arredondada passa por uma
série de transformacgdes que resulta na producdo de uma célula altamente diferenciada que ¢ o
espermatozoide propriamente dito; contendo uma cabega (material nuclear), um flagelo
incluindo a pega intermédia (com hélice mitocondrial) e uma pega principal (Cunningham,;

Rua, 2014) (Figura 1).

Figura 1 — Esquema ilustrativo das fases da espermatogénese equina.
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Esse processo ¢ dependente de uma perfeita interagdo do eixo hipotalamico-hipofisario-

gonadal, o qual envolve acdo endodcrina de gonadotrofinas, mecanismos de feedback de

esteroides e proteinas, assim como modulagdo paracrino-autdcrina. O controle enddcrino

envolve mudancas nos padrdes de secrecao do hormdnio hipotaldmico, o hormonio liberador

de gonadotrofina (GnRH), e hormdnios da pituitaria anterior, horménio luteinizante (LH) e

horménio foliculo estimulante (FSH), também hormonios testiculares como os androgenos e

inibina (Rua, 2014) (Figura 2).

Figura 2 — Eixo hipotalamico-hipofisario do garanhdo equino.
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Fonte: academia.edu/28695281/caracteristicas_reprodutivas_equinas

O nivel de testosterona controla a liberacao de LH ¢ o nivel de inibina controla a secrecao

de FSH, a fim de que o LH aja nas células de Leydig ou células instersticiais, estimulando assim

a producdo de testosterona, enquanto o hormoénio FSH vai agir nas células de Sertoli ou

somaticas, importantes liberadoras de proteinas essenciais para produgdo e diferenciagao dos

espermatozoides (Taffner et al., 2016).
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Uma vez que apresentam a atividade reprodutiva primariamente regulada pelo
fotoperiodo, os garanhdes podem ser classificados como reprodutores sazonais de dias longos.
Para que haja organizagao dos ritmos circadianos e sazonais, as informagdes sobre os ciclos
claridade:escuridao sdo transmitidas para as fungdes bioldgicas do corpo pelos padrdes de
secre¢ao de melatonina. A melatonina tem uma funcao chave na regulagdo sazonal da atividade
reprodutiva. Sinais de luz sdo recebidos pela retina e transmitidos a glandula pineal, que por
sua vez sintetiza e secreta a melatonina. Sua secre¢do segue um ritmo circadiano, pois ¢ liberada
em quantidades bem maiores nas horas de escuridao, ou seja, esta inversamente correlacionada

a exposicao a luz (Leme, 2003; Rodrigues et al., 2017).

Um aumento no periodo diario de secrecdo de melatonina estd associado com a
diminui¢do na liberacdo de GnRH e consequentemente com a regressdo das gonadas de
animais estacionais em dias longos. Inversamente, o mesmo sinal de melatonina ¢ seguido

por uma ativacao das gonadas nos animais de reproducao em dias curtos (Leme, 2003).

Sendo assim, uma atividade reprodutiva mais intensa concentra-se em periodos do
ano com dias de maior intensidade e durabilidade de luz. Fora desse periodo, ocorre
diminui¢do do peso testicular dos garanhdes, com consequente diminui¢do da produgdo de
espermatozoides, que varia de 20% a 50% nos animais jovens (4 a 5 anos) e adultos (6 a 12

anos), respectivamente (Neves et al., 2016).

No entanto, ¢ valido salientar que, ao contrario das éguas que se tornam anovulatorias
fora da estacdo reprodutiva, os garanhdes ndo sao azoospérmicos durante este mesmo
periodo. Uma vez que, os eventos neuroenddcrinos que dao inicio a estagdo reprodutiva sao
iniciados meses antes dessa estacdo comegar, a fim de garantir a0 macho usufruir de

capacidade reprodutiva maxima (Leme, 2003).

3.2 METODOS DE COLETA DO SEMEN

Ao longo dos anos, as técnicas para coleta de sémen foram surgindo e sendo
aprimoradas de acordo com as necessidades e finalidades de cada manejo reprodutivo,
visando a maxima eficiéncia reprodutiva. Basicamente, ¢ possivel destacar os seguintes
métodos: coleta através de vagina artificial (a mais utilizada) com manequim artificial ou

natural, coleta em estagdo, e método farmacoldgico.
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E de grande relevancia que haja uma 4rea especifica para uma colheita adequada do
sémen, constituida de amplo espaco fisico, limpo e livre de barulhos, pessoas e animais que
possam distrair o garanhao; e a superficie do solo deve sempre ser abrasiva o suficiente, a
fim de permitir que o garanhdo tenha uma boa tragdo mesmo quando o chao estiver molhado,
evitando assim derrapagens e consequentemente, acidentes (Samper, 2009).

A coleta de sémen utilizando vagina artificial ¢ a mais empregada devido a sua
facilidade de aplicacdo, existindo diferentes tipos € modelos disponiveis no mercado cada
um com suas particularidades. Estas podem ser do tipo fechadas, como Hannover®,
Nishikawa®, Colorado®, Missouri®, Botucatu®; ou do tipo abertas, como a Polonesa®.
Independente do modelo a ser empregado, antes da coleta de s€émen, deve ser preenchida
com agua aquecida (45 a 50° C) para que sua temperatura final fique em torno de 44 a 48°C.
A fim de se testar conforto térmico, pode ser feito teste pratico introduzindo o brago
enluvado em seu lumen da nos 5 primeiros segundos. Adicionalmente a pressao da vagina
deve ser ajustada para permitir um melhor contato com toda superficie peniana sem interferir
na erecao (Sancler-Silva, 2014).

O manequim artificial consiste de um cilindro oco fechado nas extremidades, e
recoberto por material acolchoado com material ndo abrasivo e livre de dobras. Deve
possibilitar regulagem de altura e angulagdo para tornar possivel a adaptagdo a diferentes
pesos e estaturas de garanhdes. Sua utilizagdo proporciona maior seguranca tanto para o
garanhdo como para o veterinario, permitindo assim que animais mais agressivos, porém

com alto valor genético sejam utilizados (Samper, 2009) (Figura 3).

Figura 3 — Coleta de sémen utilizando manequim artificial.

Fonte: Google imagens.
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Em casos de garanhdes de alto potencial genético, no entanto que apresentam baixa
libido ou relutancia em montar em manequim artificial, o0 manequim natural passa a ser a
alternativa de eleicio, e nada mais é que a utilizagio de uma égua no periodo do estro. E
valido salientar alguns cuidados que devem ser tomados quando da utilizag¢ao deste tipo de
método, como contencdo fisica adequada da égua usada, por meio de peias e as vezes
cachimbo, para garantir a seguranca do garanhao e dos operadores envolvidos. Uma vez que,
mesmo em periodo reprodutivo adequado, algumas éguas podem nao aceitar a monta, e

acabam demonstrando comportamento agressivo (Aidar, 2013) (Figura 4).

Figura 4 — Coleta de sémen utilizando manequim natural.

Fonte: Google imagens.

Na coleta em estacao, € possivel usar vagina artificial ou estimulagdo manual, ¢ a
ejaculacdo se da através da estimulagcdo peniana sem que ocorra a monta. Este método ¢
especialmente util em processos patoldgicos que impossibilitam a monta, como distarbios
neurolégicos, musculo esquelético ou pds-cirargicos. Empregando-se a vagina artificial para
coleta, o garanhdo em estacdo ¢ estimulado com uma égua em cio, € no momento em que hé
erecao completa, a vagina artificial € introduzida no pénis, podendo-se posicionar a mao na
base peniana para incentivar o estimulo excitatorio. Outra possibilidade ¢ a estimulacao
manual na qual o operador apds colocar uma mucosa pléstica sobre o pénis realiza-se
estimulos na extremidade distal da glande até que ocorra a ejaculacdo propriamente dita
(Sancler-Silva, 2014).

Os problemas relacionados ao comportamento sexual do garanhdo consistem na
maioria das vezes por distirbios que interferem na capacidade de ejaculacdo, tais como
déficit de eregdo, disturbios ejaculatérios, impossibilidade de realizar cobertura por
debilidade ou dor na monta, “déficit” de libido e paralisia, lesdo ou neoplasia em pénis e que

foram submetidos a penectomia. Geralmente a ere¢do e capacidade de monta estdo
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preservadas, todavia ndo ocorre ejaculagcdo. A inducdo farmacolédgica da ejaculagdo visa
mimetizar os eventos neurofisioldgicos que desencadeiam o processo de ejaculagdo, embora
estes mecanismos ainda ndo estejam bem claros (Alvarenga e Papa, 2009; Cavalero, 2018).

Basicamente, os principais compostos empregados incluem a-adrenérgicos e agentes
estimuladores da musculatura lisa, como xilazina, detomidina, prostaglandina (PGF2a) e
ocitocina. Que podem atuar das seguintes formas: como inibidores de recaptagao neuronal
de neurotransmissores (imipramina), estimuladores dos receptores a-adrenérgicos (xilazina
e detomidina) ou indutores de contra¢des da musculatura lisa genital do garanhdo (PGF2a e
ocitocina). Os protocolos de indugdo de ejaculagdo de garanhdes possuem diversas variagoes
de doses, horarios de aplicacdo, vias de administragdo, combinacdes de agentes e
procedimentos de pré-tratamento que variam de acordo com o caso e o protocolo adotado
(Macdonnell, 2001).

A coleta do ejaculado pode ser realizada com o auxilio de um copo coletor acoplado
a um suporte. No entanto, a colocagdo de um suspensoério associado a uma mucosa plastica
recobrindo todo o perimetro prepucial ¢ a técnica mais utilizada devido a sua maior
praticidade e menor manipulacio do animal. Caracteristicas do ejaculado variam
significativamente entre os protocolos terapé€uticos utilizados, e essa variagdo ocorrem pela
estimulacdo ou inibi¢do da contracdo da musculatura lisa das ampolas e das glandulas
sexuais acessorias (Sancler-Silva, 2014).

A utilizacao de protocolos farmacologicos eficientes na indugdo da ejaculagao vem
se destacando como uma importante alternativa para impedir o descarte de garanhdes de alto
valor genético, porém, diagnosticados com enfermidades relacionadas a incapacidade de
efetuar a monta, alteragdes na libido, déficit de erecdo, traumas psicoldgicos ou distirbios

ejaculatorios (Cavalero, 2018).

3.3 TECNICAS DE CONSERVACAO DO SEMEN

O aumento da demanda nos sistemas de criacdo equina levou a necessidade do
desenvolvimento de técnicas que possibilitassem um maior ¢ melhor aproveitamento do
potencial produtivo e reprodutivo dessa espécie, culminando no surgimento de métodos de
conservagdo de sémen que favorecem, consequentemente, a difusdo de melhoramento
genético de rebanhos equinos, o melhor aproveitamento de garanhdes, a geragdo de bancos

genéticos, € o aprimoramento de biotécnicas da reproducao.
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De acordo com a biotécnica reprodutiva a ser utilizada, hd uma diferenga relativa
quanto a técnica empregada para a conservacao do sémen e ao tempo decorrido entre sua
colheita e utilizacdo. Dessa forma, o sémen pode ser conservado, basicamente, através das
técnicas de refrigeracdo e congelamento (Bochio, 2019).

E de grande importancia salientar que a inseminagdo artificial é a biotécnica da
reprodugdo equina mais comumente empregada. Possui grande aplicagdo por necessitar de
poucos machos selecionados para a producao de espermatozoides para a inseminacdo de
centenas de fémeas por ano, por reduzir a transmissdo de patégenos através do coito, por
exigir menos do garanhao e por possibilitar a reproducao através de facilidade no transporte
do sémen equino para diferentes regides do pais, sem a necessidade de transportar a égua,
possibilitando assim, melhor aproveitamento de reprodutores geneticamente superiores

(Oliveira et al., 2013b).

3.3.1 Sémen resfriado

A necessidade e interesse pela manutencdo do potencial fértil dos espermatozoides
por um periodo de tempo mais longo ap6s a coleta (de 24 a 36 horas), impulsionou estudos
ao longo do tempo visando a preservacao de s€émen através de resfriamento, conferindo ao
veterinario flexibilidade para coletar e enviar o sémen em momento mais oportuno. Uma
vez que, o referido processo possibilita transporte do material genético, consequentemente
promove redugao nos gastos e do estresse relacionado ao deslocamento e hospedagem de
animais, e riscos de acidentes e de infec¢des adquiridas resultantes do transporte dos mesmos
para outras localidades (Pugliese, 2009).

Apesar das vantagens, o sucesso no uso do sémen resfriado depende de alguns
fatores, tais como temperatura de armazenamento, composicdo do meio diluidor, dose
inseminante, nimero de inseminagdes, qualidade do sémen a fresco e manuseio do mesmo.
Os fatores mais criticos dessa técnica sdo a velocidade e a temperatura sob as quais o sémen
sera submetido. Quando resfriado entre 37 °C e 20 °C, os danos sao menores. O resfriamento
de 37 °C a 8 °C, empregando temperaturas superiores a 0,3 °C/min pode causar choque
térmico, sendo observado principalmente por movimentos anormais, rapida queda na
motilidade durante o armazenamento e danos a membrana acrossomal, devido a perdas de
enzimas e conteudo intracelular. Logo, taxas de resfriamento lentas, resultam em menores
danos as células espermaticas, e consequentemente, melhores taxas de fertilidade (Varner et

al., 1989).
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A utiliza¢do da temperatura como conservante do s€émen tem sido rotineiramente
aplicada na industria equina, uma vez que a reducao de 10°C da temperatura do sémen
provoca reducdo de 50% do metabolismo, sendo que a 5°C, apenas 10% do metabolismo
espermatico, ¢ necessario para que as células se mantenham viaveis. Ainda, quando diluido
em condicdes de anaerobiose, hd redugdo da taxa metabodlica da célula espermatica e as vias
metabolicas aerdbias, promovendo aumento no tempo de manutencdo da viabilidade e
motilidade espermatica (Batellier ef al., 2001).

Basicamente, o sémen pode ser refrigerado através de dois sistemas, ativos ou
passivos. Os sistemas ativos possuem taxas de refrigeracao predeterminadas, no entanto, sao
sistemas muito caros e de pouca praticidade em condigdes de campo, o que os torna menos
acessiveis. Por outro lado, os sistemas passivos sdo mais baratos, portanto mais amplamente
utilizados, e dotados de dispositivos ou contéineres de refrigeragdo, que tenham no minimo:
completo isolamento térmico do meio exterior; obtengdo de taxa de resfriamento lenta;
manutengdo da temperatura pelo maior tempo possivel apos estabilizagdo; prote¢ao do
sémen; estrutura forte o suficiente para suportar diferentes meios de transporte; viabilidade
econdmica, leveza e facilidade no manuseio.

Quem determina a temperatura final do contéiner ¢ o periodo de armazenamento
necessario até a inseminagao. Logo, para periodos de armazenamento de até 12 horas apos
a coleta, o sémen pode ser armazenado entre 4 °C e 20 °C. Todavia, para estocagem por
tempo superior, deve ser refrigerado entre 4 °C a 6°C. Seu armazenamento a esta
temperatura mantém a viabilidade das células espermaticas de forma mais satisfatoria
quando comparado a temperaturas inferiores (Pugliese, 2009).

E de grande relevancia salientar que nem todo garanhdo apresenta boa viabilidade
seminal quanto ao resfriamento do sémen, geralmente pelo fato de apresentar baixa
motilidade progressiva apds o processo. O que esté relacionado muito mais a fatores como
individualidade do reprodutor, meio diluente empregado, e proteinas do plasma seminal.
Entdo, a preservagao da fertilidade e motilidade do s€émen refrigerado ¢ fundamental para o
sucesso da técnica de refrigeragdo. Sendo assim, a melhoria da preservacao do sémen
refrigerado estd atrelada ao uso de diluidores, bem como da adicdo de componentes
especificos para manutencdo da integridade da membrana, prevencdo do estresse oxidativo

e preservacao da motilidade (Oliveira, 2011a).
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3.3.2 Sémen criopreservado ou congelado

A criopreservacdo de sémen equino vem ganhando espago no mercado, quando
comparada a refrigeragdo, pois além de proporcionar a possibilidade de um melhor
aproveitamento genético de animais altos valores econdmicos e zootécnicos, maior
praticidade e facilidade de transporte e armazenamento do material genético de garanhoes,
por um longo periodo de tempo (Oliveira et al., 2013b).

Em contrapartida, como desvantagem pode-se citar fertilidade reduzida do sémen
congelado, o que dificulta sua utilizacdo em larga escala, uma vez que héd obstaculos
relacionados as diferencas individuais de congelabilidade espermética entre garanhdes,
ejaculados do mesmo individuo e também pela baixa capacidade dos espermatozoides
equinos de resistirem aos danos causados pelos processos de congelamento e
descongelamento (Candeias, 2010).

Os danos causados aos espermatozoides durante o processo de criopreservagao
podem resultar em reduzido numero de células viaveis. Estes tem inicio na membrana
plasmatica atingindo posteriormente a membrana acrossomal, e por ultimo as membranas
mitocondriais afetando o movimento progressivo dos espermatozoides e consequentemente
a fertilidade (Gallego, 2010).

O processo de criopreservacdo induz a diminuicdo na viabilidade da célula
espermdtica no periodo de descongelamento, ocasionando alteracdes ultraestruturais,
bioquimicas e funcionais determinadas pelo processamento seminal, como, a dilui¢do, o
resfriamento, o armazenamento, o congelamento e o reaquecimento espermatico. Tais lesdes
sdo consequéncia da atuagdo de varios fatores, como formagao de cristais de gelo, toxicidade
dos crioprotetores e estresse osmotico, relacionado a adigdo ou remocgao de crioprotetores
(Martins et al., 2011).

Todavia, apesar das dificuldades, as vantagens do emprego desta técnica, como
armazenamento do sémen congelado por tempo indeterminado; utilizacdo do sémen de
animais excepcionais mesmo apOs a perda da capacidade reprodutiva ou morte;
maximizacdo do numero de descendentes de um unico reprodutor; controle de doencgas
sexuais e facilidade no transporte a longas distancias, fazem valer a pena os estudos
direcionados ao seu aprimoramento (Vita et al., 2011Db).

O processo de criopreservacao pode ser dividido em fases distintas, tendo inicio a
partir da colheita do sémen, e passando pelos processos de dilui¢do, envase, refrigeracgao,

armazenamento, congelamento e descongelamento. O modo como cada uma destas etapas ¢
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conduzido, refletird diretamente na estrutura e funcionalidade da célula espermatica
(Carvalho, 2017a).

Segundo Keith (1998), no processo de criopreservacao o s€émen deve ser resfriado da
temperatura corpdrea (37 °C) a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C), o que
parece nao ocasionar maiores danos ao espermatozoide, desde que seja diluido em meio
adequado. O estresse comeca quando o sémen atinge a temperatura de 5 °C, passando do
estado liquido para a fase de gel (Vita, 2006a).

Intmeras técnicas utilizando diferentes velocidades e meios de centrifugagao, curvas
e meios de congelamento, crioprotetores e suas concentracdes, bem como protocolos de
descongelamento vem sendo estudadas e testadas, embora ainda ndo se tenha criado uma
metodologia de congelamento padrdo especifica para essa espécie (Oliveira ef al., 2013b).

O processo de descongelamento deve ser diretamente proporcional ao método em
que o sémen foi congelado, logo, a curva de aquecimento deve acompanhar a velocidade
com que ocorreu o congelamento. Dessa maneira, se a curva de congelamento utilizada foi
lenta, a de descongelamento também deve ser lenta, a fim de que ocorra a reidratagdo da
célula e havendo quebra dos cristais de gelo intracelulares. O contrario também deve ocorrer,
caso o sémen tenha sido congelado rapidamente, também deve ser descongelado na mesma
velocidade possibilitando assim que o gelo intracelular formado ndo tenha tempo de
recristalizar (Amman e Pickett, 1987a).

Foram desenvolvidas maquinas de congelamento automatico, programaveis com o
objetivo de facilitar e tornar mais especifico o processo de criopreservacao. Sua utilizacao
torna possivel o congelamento de grandes quantidades de palhetas de sémen, além de
controlar a taxa de congelamento. O beneficio do congelamento automatizado ¢ que a curva
de refrigeracdo pode ser programada, por exemplo, 4 a 5° C por 4 min., de 5 a -110° C por
25 min. e de -110 a -140° C por 35 min. e, entdo, as palhetas de sémen sao mergulhadas em
nitrogénio liquido (Purdy, 2006).

Com o intuito de reduzir os danos causados pelo frio ¢ importante se atentar ao
controle da taxa de resfriamento entre 19 °C e 8 °C e, também, pela adicao de lipideos e
lipoproteinas ao diluente, além da utilizagdo de curvas lentas de resfriamento e uso de
crioprotetores (Furst, 2006). Entre -5 °C e -10 °C da-se inicio a formacdo de cristais
extracelulares que permanecem super-resfriados; logo, ocorre a troca de 4gua entre os meios
intra e extracelulares para manutencdo da osmolaridade, ocorrendo entdo, a desidratacao

celular (Furst, 2006; Vita, 2006a).

27
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A perda de dgua e a desidratacdo celular sdo eventos desejaveis durante o processo
de congelamento, uma vez que reduzem a probabilidade de formagdo de cristais de gelo
dentro da célula, o que ocasionaria danos as estruturas internas ¢/ou @8 membrana plasmatica.
Todavia, um processo de desidratacdo severa promoverd desnaturagdo de macromoléculas e
encolhimento celular excessivo, resultando consequentemente, em um colapso da membrana
(Medeiros et al., 2002). Sendo assim, nesse ponto a curva de congelamento deve ocorrer de
forma rapida o suficiente para evitar o contato do espermatozoide desidratado com o meio
hiperosmético, porém de maneira lenta o bastante para que a dgua intracelular ndo congele
(Furst, 2006; Vita, 2006a).

Consequentemente, as lesdes sdo advindas de varios fatores, tais como: a formagao
de cristais de gelo intracelular resultantes da mudang¢a de temperatura, alteracdo na
permeabilidade da membrana do espermatozoide, toxicidade dos crioprotetores e o estresse
osmotico, associado a adi¢do ou a retirada de crioprotetores. Apesar do uso de crioprotetores
ser indispensavel, os mesmos possuem efeitos toxicos, que por muitas vezes podem ter
carater deletério, como aumento da permeabilidade da membrana plasmatica (Vita, 2006a;

Furst, 2006; Watson, 2000).

3.4 PRINCIPAIS METODOS PARA AVALIACAO DE SEMEN CRIOPRESERVADO

Mesmo quando os garanhdes detém as qualidades seminais basicas que possibilitam sua
utilizacdo em programas reprodutivos, quando se trata da fertilidade, sabe-se que este ¢ um fator
variavel entre os mesmos. A determinagdo da taxa de prenhez ou de ndo retorno ao estro, ¢ a
melhor forma de determinagdo da fertilidade do garanhdo, seja por meio de monta natural,
inseminacao artificial ou produgao de embrides. Logo, pesquisadores tem buscado desenvolver
ensaios laboratoriais que determinem acuradamente a fertilidade do sémen a ser empregado.
Contudo, os objetivos tem sido de dificil obten¢do, uma vez que a maior parte dos problemas
estd nas diversas caracteristicas que a célula espermatica deve possuir para fertilizagdo do
odcito, e em como a fertilizagdo € definida. Nao ha um teste inico capaz de predizer a fertilidade
de uma amostra de s€émen, mas o exame de varias caracteristicas pode determinar um maior
potencial fertilizante (Arruda, 2007b).

Tudo isto ¢ consequéncia do fato de que a fertilidade dos garanhoes estd firmada
como um dos principais parametros de selecao e utilizacdo. O espermograma convencional
tem configurado o principal método de diagnostico de fertilidade do macho. Dentre as véarias

caracteristicas espermaticas a serem avaliadas pelo método, a motilidade, a concentragdo e
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a morfologia dos espermatozoides destacam-se como as mais importantes. Todavia, por si
s0, essa analise ndo ¢ suficiente, uma vez que a estrutura interna da célula espermatica ndo
¢ avaliada, e esta possui indicativos essenciais da funcionalidade dos espermatozoides, da
habilidade de fecundagao e do desenvolvimento embrionario. Além disso, € preciso levar
em consideracdo o fato de que muitos garanhdes apresentam 6tima qualidade seminal no
espermograma, no entanto, capacidade fertilizante baixa (Muradas et al., 2013).

Uma frequéncia elevada de espermatozoides com morfologia anormal ou alta
incidéncia de um unico defeito podem reduzir a fertilidade. As anormalidades morfoldgicas
sdo classificadas de diversas formas, sendo que algumas classificacdes dividem as alteragdes
de acordo com a regido da célula onde a mesma ocorreu como cabega, peca intermediaria ou
cauda. Outras simplesmente as dividem em defeitos primarios e secundarios, ou maiores €
menores. Essa classificagdo foi realizada levando-se em consideracdo a maior ou menor
importancia da anormalidade para a fertilidade (Gallego, 2010).

Ensaios laboratoriais testam a qualidade de amostras de sémen antes do processo de
inseminacao artificial envolvendo avaliagdo da porcentagem de espermatozoides moveis,
morfologicamente normais e concentracdo da dose. Tudo isso tendo em vista a possibilidade
de predizer o potencial fértil de uma amostra (Gillian et al., 2005).

Em geral, motilidade, concentracdo e morfologia espermaticas sdo os parametros
classicos da avaliagdo de amostras de sémen, seja ele fresco, resfriado ou congelado.
Rotineiramente, a motilidade espermatica ¢ estimada por analise do s€émen entre lamina e
laminula, enquanto as anormalidades espermaticas sao avaliadas em esfregacos corados.
Ambas as técnicas sdo realizadas sob uso de microscopia Optica. No entanto, pesquisas
apontam que este tipo de analise manual ¢ impreciso, mesmo se executada por investigador
experiente, observada elevada variacao entre observagdes e observadores. Esta imprecisao ¢
oriunda, em parte, da origem subjetiva dos testes usados, da variabilidade entre técnicos e
das diferencas na implementagao de padrdes para a avaliacdo (Arruda, 2007b).

Além desses métodos anteriormente descritos, a longevidade das células
espermaticas diluidas e descongeladas também pode ser avaliada através do teste de
termorresisténcia (TTR), que analisa a motilidade e o vigor espermaticos no tempo zero
(momento em que o sémen ¢ descongelado) e em periodos de tempo que variam de 30 a 90,
180 e 240 minutos. Este teste pode ser afetado pelo efeito do ejaculado, método de

congelamento e efeitos do tempo incubagao (Santos ef al., 2015).

29

Mesmo que os métodos de analises subjetivas tenham grande valor quanto a predigao

da fertilidade de um macho, a subjetividade dos mesmos possui reprodutibilidade e acuracia
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reduzidas. Com o objetivo de obter técnicas que demonstrem maior repetibilidade para
avaliagdo tanto da morfologia quanto da funcdo espermadticas, diversos sistemas que utilizam a
analise computadorizada de imagens tém sido desenvolvidos e empregados nos ultimos anos

(Bergstein et al., 2014).

A fim de que a inseminagdo artificial apresente resultados mais satisfatorios em
equinos, sao necessarios estudos amplos quanto aos varios aspectos relacionados a fisiologia
da célula espermatica e a melhoria dos testes aplicados para analisar a viabilidade dos
espermatozoides submetidos aos processos de refrigeracdo, congelamento e
descongelamento, pois os danos ocasionados pela criopreservacdo acarretam prejuizos nas
fungdes celulares, ocasionando fertilidade diminuida (Arruda, 2007b).

Dentre estas, a integridade da membrana espermatica aparenta ser a mais afetada e
pode exercer papel critico na sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital da fémea.
Espécies que tem espermatozoides com acrossomo muito pequeno, como o homem e o
cavalo, ¢ impossivel que os danos acrossomais sejam vistos com uso apenas de microscopia
optica. Logo, técnicas de marcagdes especificas tem sido empregadas para visualizagdao do
acrossomo, como microscopia Optica ou de fluorescéncia. Os métodos de coloragao
empregando corantes fluorescentes (sondas fluorescentes) elevaram a possibilidade de

analises mais criteriosas da integridade estrutural dos espermatozoides (Arruda, 2011c).

3.4.1 Analise da motilidade assistida por computador (CASA)

Com a finalidade de se obter uma técnica que demonstre maior repetibilidade tanto para
motilidade quanto para morfometria, inimeros sistemas que empregam analise
computadorizada de imagens vém sendo desenvolvidos e empregados. Teoricamente,
programas computadorizados voltados para avaliacdo espermatica sdo mais objetivos e
permitem maior repetibilidade as avaliagcdes relacionadas a identificacdo de padrdes de
motilidade ou de normalidade espermaticas, quando comparadas a avaliagdo humana. Seu
poder de analise ¢ definido pela avaliagdo precisa e acurada dos espermatozoides com alto grau
de objetividade, podendo assim aperfeigoar o processo de avaliagdo seminal em animais

(Arruda, 2007b).
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Logo, a avalia¢do automatizada da motilidade dos espermatozoides ¢ importante devido
ao fato da cinética espermatica ter relevancia na determinacdo do potencial de fertilidade dos
espermatozoides. Por isso, em 1992, surgiu o HTM-IVOS Sperm Analyzer®, um sistema
integrado de computador e microscopio que permitia a obtencdo de imagens digitalizadas,
fornecendo classificacdo automatica dos movimentos espermaticos, informando porcentagem
dos moveis, média de velocidade e porcentagem de progressivos (Iguer-Ouada e Verstegen,
2001).

De forma geral, CASA se refere a um sistema automatizado (Hardware e Software) para
visualizacdo e digitalizacdo de imagens sucessivas de espermatozoides, que processa, analisa e
fornece informacdes acuradas, precisas e significativas da cinética individual das células
espermaticas, como também valores estatisticos médios da populagdo global. As células moveis
observadas sdo posteriormente identificadas em sucessivas imagens, possibilitando
estabelecimento de suas trajetorias. Por fim, as trajetdrias obtidas sdo matematicamente
processadas permitindo a defini¢cdo das mesmas numericamente. Os resultados desses processos
sao convertidos em uma série de parametros que definem acuradamente o exato movimento de

cada espermatozoide (Amann e Katz, 2004b) (Figura. 5).

Figura 5 — Exemplo de equipamento do sistema Computer
Assisted Sperm Analysis (Analise de motilidade assistida
por computador) — CASA.

Fonte: Google imagens.
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E importante salientar que, esse e outros sistemas computadorizados, realizam a analise
através da avaliacdo dos movimentos da cabeca e ndo do flagelo, embora seja neste a origem
da motilidade, uma vez que ¢ tecnicamente mais facil acompanhar os movimentos da cabeca
que do flagelo. Isso devido ao fato de que a frequéncia do batimento flagelar ¢ muito elevada,
sendo entdo necessario, pelo menos, 200 observagdes por segundo para mensurar o padrao do
batimento flagelar corretamente. Atualmente, os sistemas de video analisam 25-60 imagens/s,
usando assim, uma frequéncia menor que a necessaria para avaliacdo do batimento flagelar, o
que impossibilita a aquisicdo de boas imagens. Por outro lado, a cabega ndo se move tao
rapidamente como a cauda, possibilitando a obtengdo de imagens relativamente claras, através
da tecnologia de video convencional (Mortimer,2000).

A andlise tem inicio, quando cada imagem captada pela camera acoplada ao microscopio
¢ convertida em imagem digital, e ha organizagao sequencial de varias imagens, dando origem
a um filme. Cada conjunto de imagens captadas em diversos campos de observacao da amostra
espermatica em avaliagdo ¢ automaticamente analisados. O software reconhece as células e
desenha para cada uma, uma sequéncia completa do movimento a fim de reconstituir sua
trajetdria, classificando-a conforme os padroes definidos como: mével nao progressivo, linear
lento, linear rapido e imdvel (Matos, 2008).

Por conseguinte, uma série de outras caracteristicas de movimento espermatico ¢
calculada, fornecendo parametros de motilidade como: porcentagem de moveis, velocidade
curvilinea (VCL), velocidade média da trajetéria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL),
retilinearidade (STR) e linearidade (LIN). Estes valores sdo usados para diferenciacdo dos
padrdes do movimento espermatico. Todas as células espermaticas de um campo sdo
identificadas e avaliadas antes que as imagens do proximo campo, captadas na sequéncia, sejam
analisadas, tendo suas trajetorias reconstruidas simultaneamente (Mortimer,2000).

A motilidade espermatica ¢ rotineiramente assinalada como uma das mais importantes
caracteristicas associadas com a capacidade fértil do espermatozoide, todavia, quando
mensurada microscopicamente, ndo ¢ bem correlacionada com a fertiliza¢do in vivo ou in vitro,
uma vez que além do erro humano durante a avaliagdo subjetiva desse parametro, ha ainda a
limitagdo do método para avaliar de forma detalhada as caracteristicas do movimento
espermatico. Nos ultimos anos, os sistemas de avaliagdo automatico tem mostrado ser uma
ferramenta util na avaliagdo das propriedades cinematicas do espermatozoide de forma
individual do ejaculado, mostrando grande potencial para predizer a fertilidade do macho, por
meio da correlagcdo da velocidade de natagdo do espermatozoide com a fertilizacao de ovocito

in vitro ¢ in vivo (Cox et al., 20006).
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Segundo Matos (2008), além da motilidade, a morfologia da célula espermatica também
tem sido estudada através do CASA, e incorporada na rotina de anélises de sémen. Isso porque
este parametro ¢ um importante indicador de fertilidade, tanto em homens como em animais,
além de ser um bom sinalizador de danos espermaticos resultantes da acao de agentes fisicos
ou quimicos. O sistema ¢ programado para determinar parametros como didmetros maximo e
minimo, area da cabeca, porcentagem de acrossomo e fator de elipse, que sdo utilizados para
classificar as células segundo sua forma em: normal (formato de cabeca regular), afilada,
redonda, macro, micro ou amorfo (cabeca irregular).

Embora seja considerada um método de avaliacdo objetivo, o sistema CASA apresenta
variagdo nos resultados entre 11 e 23%, o que pode ser atribuido a fatores como preparagdo da
amostra incluindo técnica de fixagdo e técnica de coloragdo, bem como fatores como correta
iluminacgao, foco, aumento, sistema de classificagdo, interpretacao e experiéncia do profissional

(Hirai et al., 2001).

3.4.2 Avaliacido da integridade da membrana espermatica

Ao longo dos anos, inimeros métodos foram sendo desenvolvidos com a finalidade de
avaliar a integridade fisica tanto da membrana plasmatica como do acrossoma de
espermatozoides em preparacdes coradas. A coloracdo com os corantes eosina nigrosina e
sondas fluorescentes como diacetato de carboxifluoresceina (CFDA), o iodeto de propidio (IP)
e o Hoechst® sdo alguns dos métodos utilizados para detectar a integridade de membrana
celular (Magistrini et al.,1997).

Todavia, o iodeto de propidio ocupado lugar de destaque nas pesquisas devido a
facilidade em sua preparagdo e aplicacdo da técnica, além da estabilidade e eficiéncia na
avaliacdo da integridade da membrana plasmatica. (Muradas et al., 2013)

O iodeto de propidio ¢ um corante nao permeavel a membrana plasmatica, penetrando
apenas através de membranas danificadas, através de ligacdo e coloragdo do DNA celular.
Sendo assim, este corante em solugdo salina quantifica as células mortas, o que resulta em
fluorescéncia vermelho-brilhante no nticleo da célula. J4 o diacetato de carboxifluoresceina ¢
um composto hidrofobico capaz de penetrar a membrana celular sem interferéncia fisioldgica.

No interior da célula o mesmo ¢ hidrolisado através de interacdo enzimatica e, entdo convertido
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num composto hidrofilico fluorescente — carboxifluoresceina, ndo penetrante a membrana
plasmatica, que se acumula no interior celular, e promovendo nos compartimentos com
membrana integra uma coloracao verde fluorescente quando expostos a luz azul (Gomes, 2006;

Schimitt, 2008) (Figura 6).

Figura 6 — Célula espermatica marcada pelo composto diacetato de

carboxifluresceina.

Fonte: Google imagens.

O maior beneficio da utiliza¢ao de sondas fluorescentes ¢ a obten¢ao de maior contraste,
menor variabilidade e maior especificidade quando comparadas as coloragdes classicas. Garner
et al. (1986) utilizaram a combinacao de duas substancias fluorescentes, o CFDA e o IP, para
verificar a integridade fisica da membrana de espermatozoides bovinos e de outras espécies
com citometria de fluxo. A mesma técnica foi modificada para avaliagdo em microscopia de
fluorescéncia por meio da utilizacao de baixas concentragdes de formaldeido para paralisagdo
dos espermatozoides (Neild et al., 2005).

A utiliza¢do do CFDA associado ao IP ¢ considerada mais segura e com resultados mais
satisfatorios quando se objetiva avaliar a integridade de membrana da célula espermatica, se
comparado ao emprego isolado dos corantes. Quando empregados separadamente, o PI ¢
caracterizado como confidvel do que o CFDA. Todavia, ¢ valido salientar que a principal
desvantagem dessa técnica ¢ o tempo de utilizacdo dos corantes que deve ser o mais rapido
possivel, uma vez que a cor se perde em detrimento da passagem dos compostos fluorescentes

através da membrana (Oliveira, 2011a).

3.4.3 Avaliacido da integridade acrossomal
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A capacidade de fecundagdo do espermatozoide depende do potencial desta célula em
ser hiperativada, capacitada no momento da jungdo com o 0dcito, com seu acrossoma intacto
para, s6 entdo, passar por reagao acrossomica, aptidao para penetrar na zona pelucida do odcito
e possuir DNA integro para formagdo de um embrido capaz de se desenvolver. Logo, a
integridade dessa estrutura € notoriamente, pré-requisito para a fecundagao (Gillan et al., 2005).

De forma bésica e geral, quando avaliados, os espermatozoides podem ser classificados
quanto a integridade da membrana acrossdomica como portadores de acrossomas intactos,
quando apresentarem regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou portadores de
acrossomas reagidos/danificados, quando apresentarem faixa verde fluorescente na regido
equatorial da cabeca espermatica, ou ndo apresentarem fluorescéncia verde em toda regido
acrossomica (Roth et al., 1998).

As porcentagens de células com membranas plasmatica e acrossomal integras sdo mais
fortemente relacionadas com a fertilidade, quando se compara a relagdo motilidade x fertilidade,
no entanto, estas analises predizem apenas a penetracao da célula espermatica no odcito, € nao
o sucesso durante o desenvolvimento embriondrio (Brandao, 2008).

Dessa forma, para determinagdo da integridade da membrana acrossdmica, podem ser
empregadas as lecitinas conjugadas aos fluoréforos (marcadores de lisossomos) ou a anticorpos
anti-proteinas intra-acrossomal (anti-CD 46). Estas lecitinas se ligam a cadeias de carboidratos
glicoproteicos presentes no acrossoma. As mais utilizadas sao Pisum sativum (PSA); Arachis
hipogea (PNA) e Concanavalia ensiformis (ConA). Dentre os fluonoforos conjugados as
lecitinas, destaca-se o isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Silva et al., 2006a; Gadella et al.,
2007).

O uso da aglutinina de Pisum sativum (PSA), quando conjugado a isotiocionato de
fluoresceina (FITC), marca com sucesso 0 acrossomo espermatico na cor verde amarelado, o
que facilita a visualizacdo e a identificagdo dos acrossomos lesados, sendo utilizado em
espermatozoides humano, bovinos, equinos e suinos (Arruda et al., 2007b).

Com intuito de comprovar a eficiéncia e especificidade do FITC-PSA na avalia¢do da
integridade de membrana acrossomal, Souza (2001) comparou quatro diferentes técnicas para
exame acrossOmico: cadmara umida por microscopia de contraste de fase e de interferéncia
diferencial, coloragao por 7rypan Blue/Giemsa e microscopia de epifluorescéncia, utilizando o
FITC-PSA como marcador em amostras de sémen equino pds-descongelacao. Foi verificado
que a técnica de microscopia de epifluorescéncia com a sonda fluorescente FITC-PSA ¢ a mais

eficiente em detectar lesdes de acrossomo (Figura 7).
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Figura 7 — Colorag@o acrossomica por isotiocianato de fluoresceina — Aglutinina de Pisum

sativum (FITC-PSA), evidenciando o acrossoma reagido (AcR) e acromssoma integro

(Acl) de células espermaticas.

Fonte: http.cielo.br

O uso da FITC-PSA para avaliar a integridade do acrossoma de células espermaticas
equinas in natura ou submetidas a injuria por congelamento foi investigado através de misturas
contendo diferentes proporcdes de espermatozoides com acrossomo intacto (sémen fresco) e
espermatozoides com acrossomo danificado (sémen criopreservado). Havendo correlagao
positiva entre a porcentagem de espermatozoides ligados ao FITC-PSA e a propor¢do de
espermatozoides com acrossomo danificado nas amostras (r = 0,98; P < 0,05), comprovando
assim, a eficiéncia de seu uso na determinagdo da integridade do acrossoma espermatico
(Arruda et al., 2003a).

As amostras coradas pelas sondas fluorescentes podem ser avaliadas em microscopio de
fluorescéncia ou em citometro de fluxo. Esses corantes fluorescentes nada mais sdao do que
sondas usadas na identificacdo de condigdes subcelulares, possibilitando a identificacao de
alteracdes estruturais ou metabolicas no interior da célula espermatica (Santos et al., 2018b).

A descoberta de fluorocromos e componentes conjugados a sondas fluorescentes
possibilitaram maior qualidade na avaliagao do s€men no que se diz respeito aos seus aspectos
bioquimicos, ultraestruturas e funcionais. No entanto, células espermaticas quando analisadas
por microscopia optica ou epifluorescéncia, permite avaliacdo apenas de um pequeno niumero
de uma determinada populacdo, demandando tempo, resultados muitas vezes subjetivos e
mensuracdo das caracteristicas espermaticas, por vezes, separadamente. A adaptacdo destas
sondas para avaliag¢do das células através de citometria, culminou em maior acuracia e rapidez,

tornando possivel avaliar em grande escala vérias caracteristicas espermaticas. O que torna
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possivel as correlagdes entre ensaios laboratoriais e a fertilidade do sémen congelado (Kirk et

al., 2001).

3.5 MORFOLOGIA ESPERMATICA

As anormalidades morfoldgicas variam entre individuos, durante o periodo reprodutivo,
e podem ou nao estar associadas a outras caracteristicas seminais, nao havendo,
necessariamente, um comprometimento efetivo sobre a fertilidade (Fernandes e Pimentel,
2002).

O sémen da maioria dos machos apresenta alguns espermatozoides anormalmente
formados. Normalmente, este fato nao esta associado a niveis de fertilidade diminuida até que
a proporc¢ao de espermatozoides anormais exceda cerca de 20%; mesmo que, certos tipos de
anormalidades possam ndo estar associadas com infertilidade. Grandes numeros de
espermatozoides anormais podem ser detectados em amostras na estimativa da porcentagem de
células moveis (Gomes, 2006).

Para avaliagdo das patologias espermaticas podem ser realizadas andlises
microscopicas, através da utilizacdo do método pandtico rapido para observagdo das cabecas
dos espermatozoides. As amostras de s€émen sdo descongeladas em banho-maria a 37 °C,
durante 30 segundos. Apds, ¢ feito esfregaco em lamina utilizando 10puL do sémen
descongelado, e a mesma ¢ mergulhada por 10 segundos nos corantes e vista em microscopio
imediatamente apOs a secagem e método da camara umida. Para observagdo de peca
intermediaria e cauda ¢ feita a diluicdo em formol-salina e o sémen levado ao microscopio de
contraste de fase em objetiva de imersdo (aumento de 1000x) para analise, onde devem ser
contadas 200 células espermaticas de cada amostra, onde sao contadas células normais e apenas
um defeito por célula anormal. Quando observados dois ou mais defeitos na mesma célula,
registrou-se em ordem de prioridade, o defeito maior em relagdo ao menor e, se observados dois
defeitos de mesma classificagdo, registra-se apenas o de maior frequéncia/incidéncia (Aratjo,
2010; CBRA, 2013)

Diferentes sistemas foram estabelecidos para classificacdo da morfologia espermatica
em equinos. Basicamente, ha trés sistemas de classificagdo para os defeitos morfologicos dos
espermatozoides, a saber (Gamboa, 2011):

- O primeiro, baseado em trés categorias morfologicas: defeitos primarios, ou seja,
aqueles que ocorrem durante a espermatogénese (traduzem falhas na espermatogénese e sao de

origem testicular); defeitos secundarios, aqueles que surgem durante o trajeto das células pelos
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ductos excurrentes (traduzindo falhas na maturagao, como as gotas citoplasmaticas proximais);
e defeitos tercidrios, aqueles que surgem apos a ejaculagdo (como enrolamentos do flagelo).

- O segundo, que classifica as alteragdes morfoldgicas em maiores € menores, de acordo
com o impacto que tem sobre a fertilidade: os primeiros incluem cabecas, acrossomas e pecas
intermédias anormais e gotas citoplasmaticas proximais, por possuirem grande impacto na
fertilidade; os defeitos menores, como gotas citoplasmaticas distais e enrolamentos ligeiros do
flagelo, com pouco ou nenhum efeito sobre a fertilidade.

- O terceiro sistema que inclui a defini¢do de defeito compensavel ou ndo compensavel,
uma vez que um elevado nimero de espermatozoides normais na dose inseminante ¢ capaz de
compensar, pelo menos parcialmente, uma elevada percentagem de anomalias morfoldgicas

(Figura 8).

Figura 8 — Padrdes morfopatologicos de células espermaticas.
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Fonte: Manual de exame androlégico Botupharma.

Contudo, a avaliagdo isolada da morfologia espermatica pode nao afirmar que o
potencial de fertilidade de um ejaculado seja alto, mas pode indicar se o potencial de fertilidade
¢ baixo, principalmente quando houver altas porcentagens de anormalidades espermaticas.

Além disso, uma inspecdo morfoldgica criteriosa fornece informagdes adicionais sobre as
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caracteristicas individuais dos espermatozoides, e este dado ¢ importante porque o s€émen pode
possuir boa motilidade dos espermatozoides, e ainda ter uma incidéncia relativamente alta de
anormalidades morfoldgicas dos espermatozoides. Como também, os garanhdes podem ter

muitas anormalidades espermaticas e ainda apresentar fertilidade normal (Silva, 2017b).
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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar parametros de qualidade seminal in vitro de diferentes
garanhdes correlacionando com o tempo, com finalidade de se obter uma técnica com maior
repetibilidade, e que auxilie no incremento dos resultados no uso de sémen congelado equino.
Foram utilizadas amostras criopreservadas de sémen de 4 garanhdes da raga Quarto de Milha,
em 5 repeticdes, submetidos a TTR nos tempos 0, 30, 60 ¢ 90 minutos. Foram avaliadas a
cinética espermatica, a integridade de membrana e acrossomica, a morfologia espermatica,
realizada comprovagao de viabilidade in vivo. A anélise dos dados foi realizada pelo Statistical
Analysis System (SAS), em modelos lineares mistos com parcelas repetidas no tempo,
adotando estrutura de covariancia autoregressiva. E as médias comparadas pelo teste de Tukey
Kramer. As correlagdes entre as variaveis em estudo foram avaliadas pelo coeficiente de
correlacdo de Spearman. Foi observada uma interagao significativa nos parametros Reprodutor,
Tempo e interagdo Reprodutor x tempo (p < 0,001) na cinética espermatica, indicando
individualidade entre garanhdes em termos de longevidade espermatica. Essa individualidade
se repetiu na integridade de membrana, onde apenas um dos garanhdes manteve membrana
integra sem diferenca significativa at¢ os 90 minutos pos-TTR, enquanto que os demais
reprodutores obtiveram diferenca na integridade de membrana aos 30 e aos 60 minutos,
respectivamente. Nao houve diferenca na patologia esperméatica ou na integridade de acrossoma
entre tempos ou reprodutores. Das éguas inseminadas 50% (5/10) apresentaram embrido ou
prenhez e todos as amostras seminais apresentaram pelo menos 1 égua prenhe ou produziram
embrides. O estudo demonstrou claramente a individualidade dos reprodutores e a necessidade
de mais conhecimento das caracteristicas seminais de longevidade espermatica de cada
garanhao a fim de se padronizar protocolos de IA levando-se em consideragao a individualidade
do garanhdo para se determinar o momento mais adequado para a inseminagdo de acordo com
o tempo da ovulagdo, mantendo-se indices de fertilidade favoraveis.

Palavras-chave: Equino; criopreservagao; longevidade espermatica.

£Correspodéncia: illanna.brandao@hotmail.com / Fone:(81) 9 98733122.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate parameters of seminal quality in vitro of different stallions
correlating with time, in order to obtain a technique with greater repeatability, and which helps
to increase results in the use of frozen equine semen. Cryopreserved semen samples from 4
Quarter Horses stallions were used, in 5 repetitions, submitted to TTR at times 0, 30, 60 and 90
minutes. Sperm kinetics, membrane and acrosome integrity, sperm morphology were evaluated,
and in vivo viability was demonstrated. Data analysis was performed by the Statistical Analysis
System (SAS), in mixed linear models with plots repeated over time, adopting autoregressive
covariance structure. And the means compared by the Tukey Kramer test. The correlations
between the variables under study were assessed using Spearman's correlation coefficient. A
significant interaction was observed in the parameters Breeder, Time and Breeder x time
interaction (p <0.001) in sperm kinetics, indicating individuality between stallions in terms of
sperm longevity. This individuality was repeated in the membrane integrity, where only one of
the stallions maintained an intact membrane without significant difference until 90 minutes
after TTR, while the other breeders obtained a difference in membrane integrity at 30 and 60
minutes, respectively. There was no difference in sperm pathology or acrosome integrity
between times or reproducers. Of the inseminated mares 50% (5/10) presented embryo or
pregnancy and all seminal samples presented at least 1 pregnant mare or produced embryos.
The study clearly demonstrated the individuality of the breeders and the need for more
knowledge of the semen characteristics of sperm longevity in order to standardize Al protocols
taking into account the individuality of the stallion to determine the most appropriate time for
insemination according to the time of ovulation, maintaining favorable fertility rates
Keywords: Equine, criopreservation; sperm longevity

Introducio

E certo que as técnicas de criopreservacio de sémen representam uma importante
ferramenta na conservagdo e disseminacao genética para espécie equina, uma vez dque,
maximizam o uso de reprodutores geneticamente superiores ¢ formam um banco genético
disponivel por tempo indeterminado. Todavia, apesar de suas vantagens, esse processo possui
limitagdes que geram entraves para sua disseminagdo. Algo que pode levar ao aparecimento de
danos muitas vezes irreversiveis aos espermatozoides, como perda de motilidade, alteragdes
estruturais e funcionais da membrana espermatica e, consequentemente, diminui¢ao do poder
fecundante. (Santos et al., 2015).

Também ¢ importante salientar que, no geral, varidveis como a auséncia de sele¢ao genética
para caracteristicas de fertilidade e a individualidade reprodutiva de cada garanhdo, muitas
vezes nao sao levadas em consideragdao, mas estdo diretamente relacionadas a capacidade de
criossobrevivéncia das células espermaticas. Sendo assim observadas diferencas na estabilidade

espermdtica em relagdo ao processo de criopreservacao resultando em dano celular e,
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consequentemente, comprometimento da funcao celular, sendo a membrana plasmatica o local
primario das lesdes oriundas de criopreservagdo (Sieme et al., 2015).

E conhecido que o potencial de fertilizagio do espermatozoide depende da integridade
fisica e funcional de sua membrana, tornando dificil que um unico teste laboratorial seja capaz
de determinar a fertilidade seminal. Dessa forma, para se estimar a qualidade de uma amostra
seminal ¢ imprescindivel se langar mao de diferentes técnicas para avaliar as caracteristicas
fisicas do ejaculado, a motilidade e longevidade dos espermatozoides, a funcionalidade e
integridade estrutural das membranas espermaticas (Oliveira, 2007).

O conhecimento prévio da qualidade espermatica dos garanhdes através da utilizagdo de
testes na avaliagdo das injarias ¢ de fundamental importancia a fim de que sejam criados
protocolos de congelamento/descongelamento cada vez menos danosos as células espermaticas,
ocasionando assim, impacto negativo menor nos indices de fertilidade (Santos, 2014).

De forma geral, a avaliagdo da motilidade tornou-se um recurso muito utilizado para se
obter informagdes quanto aos efeitos da criopreservacdo sobre a célula espermatica, sendo
empregada em diversos estudos com o objetivo de se comparar diluentes e dilui¢cdes, métodos
de resfriamento e congelacdo. Uma vez que, a motilidade ¢ considerada um elemento
fundamental para a fecundagdo, onde um dano irreversivel pode representar perda da funcao
celular. Assim, pode ser avaliada de modo subjetivo ou através do Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA), que tem um papel importante e crescente para a garantia da qualidade de
produto de sémen comercializados para inseminagdo artificial de equinos, mas também de
bovinos e suinos (Linden, 2012).

Todavia, desde 1988 o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) recomenda o
emprego do teste de termorresisténcia (TTR), como técnica complementar, mas ndo menos
importante, na avaliagdo de sémen das diferentes espécies animais (Oliveira, 2010). A
longevidade dos espermatozoides diluidos e descongelados pode ser estudada através do TTR,
que avalia a motilidade e o vigor espermaticos no tempo zero (momento quando o sémen ¢
descongelado) e em periodos de tempo que podem variar de 30 a 90, 180 e 240 minutos.
Contudo, este tipo de analise pode ser afetada pelo efeito do ejaculado, método de congelamento
e efeitos do tempo incubagao (Aidar, 2013).

Em vista disso, o trabalho teve como objetivo avaliar parametros de qualidade seminal in
vitro de diferentes garanhdes durante o teste de termorresisténcia, com o propdsito de se obter
uma técnica com maior repetibilidade, e que auxilie no incremento dos resultados no uso de

sémen congelado equino.
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Material e Métodos

Obtencao e local de analise das amostras

Foram utilizadas amostras criopreservadas de sémen de quatro garanhdes da raca
Quarto de Milha, oriundos do Haras Monte Verde (Sair¢/PE). Todos os procedimentos
envolvendo animais teve a anuéncia da Comissdo de Etica para Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE), sob licengca n° 013/2019
CEUA/UFRPE. O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Andrologia
(ANDROLAB) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Laboratorio
de Reprodugdo Animal de Pernambuco (LABRAPE) da Universidade Federal do Agreste
de Pernambuco (UFAPE).

Analises laboratoriais
Teste de termorresisténcia

Foram utilizadas amostras criopreservadas de sémen de 4 garanhdes da ragca Quarto
de Milha, em 5 repeti¢des, submetidos a teste de termorresisténcia avaliando tempo 0, 30,
60 e 90 minutos.
Cinética espermatica

Para determinacao da cinética espermatica, uma palheta de sémen congelado de cada
garanhdo foi descongelada em banho-maria, a 37 °C, por 30 segundos. Em seguida, um
volume de 2,5 pL de cada amostra foi disposto sobre lamina e coberta por laminula, pré-
aquecidas a 37 °C; posteriormente, as laminas foram avaliadas por microscopia de contraste
de fase e as imagens captadas por cdmara de video. As amostras foram avaliadas com cinco
repeticoes cada, com intervalos distribuidos nos tempos (T), sendo o TO, considerando-se
10 minutos, o T1 de 30 minutos, T2 de 1 hora, o T3 de lhora e 30 minutos, € o T4 de 2
horas, apds o descongelamento.

As amostras foram avaliadas quanto aos padrdes de movimento, observando-se cinco
campos aleatorios ¢ um numero minimo de 150 espermatozoides utilizando-se o sistema
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) (Aidar, 2013). Os parametros avaliados da
motilidade espermatica pelo sistema foram: motilidade total (MT; %), motilidade
progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade em linha reta (VSL;
um/s), velocidade curvilinear (VCL; pm/s), amplitude do deslocamento lateral da cabega
(ALH; pm), frequéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), indice de
oscilacdo (WOB; %); linearidade (LIN; %). O sistema CASA foi configurado com os
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seguintes parametros: temperatura — 37 °C, magnificagao - 100x, imagens por segundo - 25,
area de cabeca - 20 a 70 um2, VAP - lentos 10 um/s < médios 45 pm/s < rapidos 75 pum/s,

progressividade - 80% STR e movimento circular - 50% LIN.

Integridade da membrana plasmatica

Para essa avaliagdo, as amostras foram coradas com o método de coloragdo dupla com
Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) e lodeto de
Propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) modificado por Coleto et al., 2002.
Volume de 30 pL de sémen diluidas em 150 pL de Tris (3,605 g de Tris; 2,024 de acido
citrico; 1,488 g de frutose, 100 mL de agua bidestilada; pH 6,8), contendo 5 pL. de DCF
(0,46 mg/mL em DMSO) e 20 pL de IP (0,5 mg/mL em PBS), incubadas por 10 minutos a
37 °C e fixadas com solu¢ao tampao fosfato salina adicionada de 0,5 pLL de glutaraldeido.
Um total de 200 espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia, com
aumento de 400x, usando filtro de imersdao DBP 580-630 nm e excitagdo DBP 485-520 nm.
Foram considerados espermatozoides com membrana intacta, os que se apresentaram

marcados em verde, e com membrana plasmatica danificada, os marcados em vermelho.

. Integridade do acrossoma

Para avaliacdo desse pardmetro, os espermatozoides foram corados com
Isotiocianato de Fluoresceina conjugado a Peanut agglutin (FITC-PNA Sigma-Aldrich®, St
Louis, MO, USA) de acordo com técnica descrita por Roth et al., (1998). Foram utilizados
5 uL de sémen para preparacao de esfregaco, que foi seco ao ar. Foi preparada uma solucao
de FITC-PNA para uso com concentracdo final de 100 pg/mL, a partir de uma solucao
estoque de FITC-PNA (1mg/mL) e PBS na propor¢ao de 1:10. Aliquotas (10-20 pL) desta
solucao foram colocadas sobre os esfregagos, os quais foram incubados por 15 minutos em
camara umida a 4 °C, na auséncia de luz. Apos a incubagdo, as laminas foram lavadas duas
vezes em solucdo de PBS, refrigerada (4 °C), e dispostas para secar na auséncia de luz.
Imediatamente antes da avaliagdo, 5 ul. de meio de montagem (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL
de PBS e 5 mg de p-phenylenediamine) foi colocado sobre a lamina e a mesma coberta com
laminula. Foram avaliados 200 espermatozoides por lamina, com aumento de 1000x sob
6leo de imersdo em microscopia de epifluorescéncia, usando filtro de emissdo LP 515 nm e
BP 450-490 nm para excitagdo. Os espermatozoides, foram classificados como portadores
de acrossomas intactos, quando apresentaram regido acrossomal corada com fluorescéncia

verde, ou acrossomas reagidos/danificados, quando apresentaram faixa verde fluorescente
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na regido equatorial da cabeca espermadtica, ou ndo apresentaram fluorescéncia verde em

toda regido acrossomica.

Avaliagao da morfologia espermatica

Foram realizadas analises pelo método de camara imida em microscopio de contraste de
fase. Na qual os espermatozoides ndo sao corados, e a técnica microscopica ¢ capaz de destacar
os contornos celulares. Proporcionando uma melhor observagao de defeitos importantes para o
diagnostico de um bom reprodutor, além daqueles relacionados com a fertilizacao e a formagao
de um futuro embrido (Reis et al., 2015).

As amostras de sémen foram descongeladas em banho-maria a 37 °C, durante 30 segundos.
Em seguida, depositou-se 10 uL da amostra sobre lamina de microscopia e cobriu-se com
laminula. Para observagao de peca intermediaria e cauda foi feita a diluicdo em formol-salina
(5%) e o sémen levado ao microscopio de contraste de fase em objetiva de imersdo (aumento
de 1000x) para analise, onde foram contadas 200 células espermadticas de cada amostra,
contabilizando-se células normais e apenas um defeito por célula anormal. Quando observados
dois ou mais defeitos na mesma célula, foi registrado em ordem de prioridade, o defeito maior
em relacdo ao menor e, quando observados dois defeitos de mesma classificagdo, foi registrado

apenas o de maior frequéncia/incidéncia (Aratjo e Araujo, 2010; CBRA, 2013).

Viabilidade in vivo

Para comprovacao de viabilidade in vivo, 10 éguas foram inseminadas para gestacao ou
coleta de embrides distribuidas aleatoriamente entre os reprodutores. A ovulacdo das éguas
foi induzida através da administragdo endovenosa de 1.500 UI de hCG quando
apresentavam, ao exame ultrassonografico, foliculo de 35 mm e inseminadas na ponta do

corno ipsilateral a ovulagdo, 36 horas pds-indugao.

Analise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS University
version). Os dados em porcentagem foram submetidos & transformagio angular (Y'=arcsenVY)
e analisados em modelos lineares mistos (Mixed Procedure) com parcelas repetidas no tempo
(Littell et al., 2006), de acordo com o modelo matematico: Yijk=u+Ai+Tj+(AT)ij+eijk

Em que: Yijkl, resposta; u, constante; Ai, efeito do animal; Tj, efeito do tempo; (AT)ij,

interacdo; e eijk, erro aleatorio.
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O fator de medidas repetidas foi o tempo em cada nivel de coleta (animal) (subject), foi
adotada estrutura de covaridncia autorregressiva (AR(1)). As médias (LS-means) foram
comparadas pelo teste de Tukey-Kramer. Para maior clareza os dados foram apresentados em
porcentagem.

As correlagdes entre as varidveis em estudo foram avaliadas pelo coeficiente de

correlagdo de Spearman. O nivel de significancia adotado foi a = 0,05.

Resultados

A avaliagdo de multiplas caracteristicas espermaticas em uma unica amostra de sémen
com alto grau de acurécia e repetibilidade foi realizada através do CASA. A partir das analises
realizadas por esse método, foi observado diferengas individuais entre os animais utilizados
para o experimento e os tempos testados. Dessa forma, quando observado o fator tempo,
constatou-se que para o garanhdo G2 ndo houve diferenca significativa em quaisquer das
varidveis analisadas. O qual também se destacou dentre os demais animais, quanto a resisténcia
e longevidade espermatica.

Quando analisadas as variaveis IMP, IAC e MT, no T90 o resultado foi
significativamente menor que nos tempos TO e T30 para os garanhdes G1, G3 e G4. Ao analisar
os individuos, foi possivel observar que no tempo T60 o garanhdo G3 apresentou indices de
IMP, TAC e MT inferiores aos observados para os garanhdes G1, G2 e G4. Em contrapartida,
no tempo T90, o garanhao G2 se sobressaiu em relagdo aos demais (Tab. 1).

Quanto a avaliagao de MP, para o garanhdo G3 os valores observados nos tempos T60
e T90 foram inferiores aqueles nos tempos TO e T30. Para o garanhdo G4, o indice no tempo
T60 foi inferior ao do TO, e o tempo T90 inferior a todos os outros periodos. Quando analisadas
as diferengas entre os animais, foi observado que os resultados obtidos para o garanhdao G3
foram inferiores aos do garanhao G2 em todos os tempos estudados; e inferior ao garanhdao G4
no tempo T60. Ao passo que, o garanhdo G1 apresentou resposta inferior a todos os garanhdes

no tempo T90, e o garanhdo G2, mostrou-se superior aos demais (Tab. 1).

Para as variaveis LIN, STR, WOB, VCL, VAP, ALH e BCF houve diferenga entre os
tempos analisados para os garanhdes G3 e G4. Para o garanhdo G3, os valores das varidveis
nos tempos TO e T30 foram superiores aos observados em T60 e T90. Enquanto que para o
garanhdao G4 os tempos TO e T30 mostraram-se superiores apenas as do tempo T90. Quando

comparado os garanhdes, no tempo T60, o garanhdo G3 apresentou indices inferiores a todos
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os outros animais. Enquanto, no tempo T90, o garanhido G1 apresentou indices inferiores aos

demais animais, e o garanhdo G2 foi superior a todos (Tab. 2, 3 e 4).

Na avalia¢ao do fator VSL, foi observada uma variabilidade acentuada em relagao a
termorresisténcia das amostras espermaticas dos diferentes animais. Para o garanhdo G1, os
tempos TO e T30 apresentaram resultados superiores aos do tempo T90; assim como para o
garanhdao G3 também os tempos TO e T30 foram superiores aos tempos T60 e T90. Enquanto
para o garanhdo G4, apenas o tempo TO foi superior ao tempo T90. Quando comparados entre
si, foi observado que os garanhdes G2 e G4 mostraram respostas superiores ao garanhdo G3,
no tempo T60. Em contraponto, no tempo T90, o garanhdo G2 se mostrou superior aos

garanhdes G1 e G3 (Tab. 4).

No que diz respeito a morfologia das células espermaticas, as mesmas foram
contabilizadas e classificadas em células normais e aquelas que apresentaram defeitos foram
divididas em dois grupos, o de defeitos maiores (relacionados a cabega, acrossoma, peca
intermedidria e presenga de gota proximal), e defeitos menores (relacionados a alteragdes na

cauda e presenga de gota distal).

Quanto as cé¢lulas normais, foi observado que o garanhdao G1 apresentou maior nimero
quando comparado aos garanhdes G3 (p=0,0002) e G4 (p=0,0089). E que o garanhdo G2 se
sobressaiu quando comparado ao garanhdo G3 (p=0,0017). Quando avaliados os defeitos
menores, constatou-se que o garanhdo G4 apresentou mais defeitos que G1 (p=0,0089), nao
havendo diferenga entre os demais individuos. E quanto aos defeitos maiores, foi constatado
que o garanhao G3 apresentou a maior quantidade de células anormais em detrimento de todos

os outros garanhdes (G1, p=0,0037; G2, p=0,0008; e G3, p=0,0171) (Fig. 1).

Discussao

A longevidade e a resisténcia espermaticas, fatores ligados ao indice de fertilidade do
animal, sdo caracteristicas que estao possivelmente relacionados ao fator genético de resisténcia
celular de cada individuo aos consequentes danos do processo de descongelamento,
determinando a forma como a membrana celular interage com o crioprotetor, conferindo assim,

menor ou maior protecdo a mesma (Alvarenga e Papa, 2011; Santos, 2014).

Segundo Almeida (2006) e Amorim (2008), o estresse oxidativo ao qual as células
espermaticas sdo submetidas no processo de descongelamento, ¢ um dos fatores que interfere

diretamente no metabolismo celular, reduz a motilidade, ¢ leva a alteragdes, muitas vezes
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irreversiveis, nas membranas plasmdtica e acrossomal, o que consequentemente, acaba

reduzindo a longevidade das células espermaticas.

Além disso, Loomis e Graham (2008), afirmam que héa diferencas inerentes na
capacidade espermatica, entre os machos, de sobreviver a criopreservagdo. Assim, existem
particularidades ndo apenas entre as espécies nas taxas de sobrevivéncia dos espermatozoides,
mas também entre individuos de uma mesma espécie. Essas diferengas provavelmente estao
relacionadas as caracteristicas bioquimicas e metabdlicas das células espermaticas,
determinando assim, a capacidade de criorresisténcia, que por sua vez sdo determinados

geneticamente.

Esses dados corroboram a maioria dos estudos com sémen equino, nos quais € possivel
constatar a queda dos pardmetros relacionados a velocidade e movimento espermaticos
conforme o passar do tempo. Segundo Amorim (2008), a criopreservacao e o descongelamento,
promovem a cristalizacdo da agua e mudangas osmoticas no meio extracelular, resultando em
alteragdes nos componentes da membrana plasmatica, aumentando sua permeabilidade,
diminuindo sua atividade metabolica, causando danos no acrossoma e em outras estruturas,
alteracdes nas concentragdes de eletrolitos intracelulares, levando a queda significativa da

motilidade, e consequente perda da capacidade fecundante.

Todavia, diferentemente do observado no presente estudo, Almeida (2006), demonstrou
elevada taxa nos indices de velocidade no pds-descongelamento. Podendo ser explicado pelo
fato de que alguns garanhdes possuem sémen de boa congelabilidade em detrimento de outros.

O que pode justificar a estabilidade observada nas amostras do garanhao G2 do presente estudo.

Segundo Muradas et al. (2013) e Alamaary et al. (2019), os padrdes de motilidade e
velocidade sdo importantes parametros a serem levados em consideragdo na avaliacao de
reprodutores. Uma vez que o espermatozoide necessita de uma boa MP para atingir o oviduto,
encontrar € penetrar o odcito. Sendo assim, uma porcentagem de espermatozoides com boa
motilidade estd relacionada ao potencial fértil do s€émen. Logo, pode-se afirmar que para os
animas estudados, o tempo T30 para a variavel em questdo ¢ o ideal, visto que, apds esse
periodo o indice decresce, podendo assim comprometer o transporte dos gametas até o oviduto

em tempo hébil para a manutencao da fertilidade dos garanhdes.

Sendo assim, ¢ possivel afirmar que apesar de alguns animais terem mantido as

caracteristicas seminais por mais tempo que outros, o recomendavel ¢ que o tempo entre o
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processo de descongelamento e a utilizagdo do s€men seja feito em até 30 minutos, uma vez

que as caracteristicas gerais serdo mantidas.

Além disso, outra caracteristica que deve ser levada em consideragao quando da
avaliacdo seminal, ¢ morfologia espermatica que fornece informacdes adicionais sobre as
caracteristicas individuais dos espermatozoides, e este dado ¢ de grande valor, uma vez que os
espermatozoides podem possuir boa motilidade, e ainda ter uma incidéncia relativamente alta

de anormalidades morfologicas (Neves et al., 2016).

Um reprodutor que apresenta alta taxa de espermatozoides morfologicamente normais
possui uma correlacao positivamente com a taxa de fertilidade. No entanto, a avaliagao isolada
da morfologia espermatica pode ndo afirmar que o potencial de fertilidade de um ejaculado ¢
alto, mas pode indicar se o potencial de fertilidade ¢ baixo, principalmente quando houver altas
porcentagens de anormalidades espermaticas. Além disso, os garanhdes podem ter muitas

anormalidades espermaticas e ainda apresentar fertilidade normal (Silva, 2017).

Apesar de haver individualidade entre os garanhdes estudados, houve resultado positivo
para viabilidade in vivo, visto que para esse teste houve taxa de prenhez nas éguas inseminadas
com o sémen criopreservado de todos os garanhdes estudados. O que se torna relevante, uma
vez que, a maioria dos estudos de viabilidade espermatica, tem sido conduzidos apenas in vitro,
sendo que neste trabalho tivemos a preocupacdo de utilizar a comprovagdo in vivo para nos

certificarmos da viabilidade espermatica das amostras estudadas.
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Conclusoes

O estudo demonstrou claramente a influéncia dos fatores tempo e individualidade de
cada reprodutor nas provas as quais os mesmos foram submetidos, € a necessidade de mais
conhecimento das caracteristicas seminais de longevidade espermatica de cada garanhdo a fim
de se padronizar protocolos de IA mais eficientes, levando-se em consideragdo a
individualidade do garanhao para se determinar o momento mais adequado para a inseminagao

de acordo com o tempo da ovulacao, mantendo-se indices de fertilidade favoraveis.

Foi comprovado que o sémen pode ser utilizado com seguranga at¢ o tempo T30
minutos apds descongelamento, uma vez que, o estudo demonstrou que até esse periodo de
tempo as caracteristicas seminais sao mantidas sem comprometimento da fertilidade do sémen,

desde que, sejam respeitados os principios de armazenamento e descongelamento do mesmo.

Maiores estudos se fazem necessario correlacionando os dados in vitro com os achados
de provas de campo, uma vez que as provas in vitro podem predizer, com certo grau de acuracia,

a viabilidade fértil de um reprodutor, mas s6 a taxa de prenhez referenda esses resultados.
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Tabela 1. Valores das variaveis Integridade da membrana plasmatica (IMP), Integridade do acrossoma (IAC), Motilidade total (MT) e Motilidade progressiva (MP), de acordo com o
animal e o tempo (Média + erro-padrdo da média). Para a mesma variavel, na mesma linha, letras maitisculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Na mesma coluna, letras
minusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

IMP (%)

IAC (%)

MT (%)

MP (%)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Animal
TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90
Gl 37,1+£3,5"| 36,6 +4,4* |36,1 £5,3% 0,08 77,4+45% | 68,0+88% | 750+2,5" |16,5£16,5°8|58,4 + 6,4*4|52,7+9,0*| 41,4 £10,6** | 9,8+9,88 | 26,8£2,9% | 18,9 +4,9%A | 10,7 3,4 | 3,1 +3,1°8
G2 34,0 £4,0%4 41,5+£55% [344+2,0%| 28,5+3,8% | 832+2,1* | 79,2+£2,1 | 82,5+ 1,6 [77,2+£2,3%|73,7+£43*| 63+£4,1" | 56,4+£6,3* | 64,3£9,0" | 47,1 £3,3* | 382+24 | 30,5+4,9°" [34,8+5,6"
G3 27,2+1,9% 27,1+ 1,1 0,08 0,08 78,5 £4, 7% | 78,7 +3,4%4 0,08 0,08 42,4 £2,9%4(352 +£3,5% 0,08 0,08 17,7+£2,8" | 12,6 2,2 0,08 0,08
G4 37,3+2,1%4 37,7+£22% |32,5+2,9% 0,08 81,1 +£2,8% | 784+£24% | 813+1,1 0,08 71,7 +32°4573 8,54 40,3+ 14,4 | 16,8 +10,3*B | 43,3 £2,7%A | 26,3 £ 7,348 | 16,5+ 7,5 | 3,6 £2,2%¢

G1 — Garanho 1; G2 — Garanhao 2; G3 — Garanhio 3; G4 — Garanhdo 4; T0 — Tempo zero; T30 — Tempo de 30 minutos; T60 — Tempo de 60 minutos ¢ T90 — Tempo de 90 minutos.
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Tabela 2. Valores das variaveis Linearidade (LIN), Retilinearidade (STR) e Indice de oscilagio (WOB), de acordo com o animal e o tempo (Média + erro-padrio da média).

Para a mesma variavel, na mesma linha, letras maiusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Na mesma coluna, letras minusculas diferentes diferem pelo teste de

Tukey (P<0,05).
LIN (%) STR (%) WOB (%)
Tempo (Minutos) Tempo (Minutos) Tempo (Minutos)
Animal
TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90
Gl 65,9 +£2,68| 62,0+£3,84 | 52,7+13,9* | 12,812,828 82,4 +2,12A| 77,1 £2,9%A | 62,9+ 16,04 | 15,7 +15,7°8 | 80,2 + 1,324 | 80,2 £2,0** | 66,6 + 16,8*A | 16,2 = 16,228
G2 72,8 £1,9%4| 73,2 4+0,7°4 732+ 1,6™ | 71,5+£2,6" [86,6+0,7%A| 86,9+0,6° | 86,9+0,7*4 | 843 +£1,3%4 |84,1+£1,54| 84,3+0,3%A | 842+1,2*A | 823+ 1,204
G3 67,9 +£2,184| 68,0 £2,084 0,08 0,08 84,4+ 1,324 82,9+1,2%4 0,08 0,04 80,4 + 1,324 82,0 1,64 0,08 7,8 +7,88
G4 76,4+ 1,74 | 74,7+0,54 | 59,1 +14,8*48 | 30,4 +18,6*5 [89,4 +0,8*4| 88,6 +0,9%A 69,3 +17,3*4B|354+21,728|85,5+1,32A| 84,2 +£1,2*4 68,0+ 17,0048 | 34,3 +21,0%B

G1 — Garanhdo 1; G2 — Garanhao 2; G3 — Garanhado 3; G4 — Garanhdo 4; TO — Tempo zero; T30 — Tempo de 30 minutos; T60 — Tempo de 60 minutos e T90 — Tempo de 90

minutos.
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Tabela 3. Valores das variaveis Porcentagem de células rapidas (RAP), Frequéncia de batimentos (BFC) e Amplitude de deslocamento lateral da cabe¢a (ALH), de acordo com

o animal e o tempo (Média =+ erro-padrao da média). Para a mesma variavel, na mesma linha, letras maiusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Na mesma

coluna, letras minusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

RAP (%) BFC (Hz) ALH (nm)
Tempo (Minutos) Tempo (Minutos) Tempo (Minutos)
Animal
TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90
Gl 9,6 £0,4% | 9,6+0,4% 9,6 £0,4% 9,6 £0,4 | 9,6+0,4% 9,5+0,5% 72+£2,0% 1,7+£1,7%8 | 24+£02% | 25+0,3% 1,7 +£0,5% 0,5+ 0,58
G2 9,4+0,184 | 940,12 9,4 +0,1% 9,4+0,124 | 9.4+0,12 9,6 £0,2% 9,4 +£0,4% 9,6+0,3% | 23+02%4 | 24400 2,4+£0,18 2,5+0,124
G3 8,1+£1,0 8,1+£1,04 8,1+£1,0% 8,1+£1,0244 | 8,1+1,04 8,8 £0,5% 0,08 0,028 1,9+£03%4 | 22+£022 0,08 0,08
G4 9,1 £0,324 | 9,1+0,324 9,1+0,3% 9,1 £0,32A | 9,1 +£0,32 9,6 £0,5% 6,7 £ 1,728 33+£2,08 |22+£0,134 | 22+0,1% 1,5 +£ 0,428 0,7 £ 0,4%B

G1 — Garanhdo 1; G2 — Garanhdo 2; G3 — Garanhao 3; G4 — Garanhdo 4; TO — Tempo zero; T30 — Tempo de 30 minutos; T60 — Tempo de 60 minutos e T90 — Tempo de 90

minutos.
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Tabela 4. Valores das variaveis Velocidade curvilinea (VCL), Velocidade linear progressiva (VSL) e Velocidade média de trajetéria (VAP), de acordo com o animal e o
tempo (Média + erro-padrdo da média). Para a mesma variavel, na mesma linha, letras maitisculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Na mesma coluna, letras
minusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

VCL (pm/s) VSL (um/s) VAP (um/s)
Tempo (Minutos) Tempo (Minutos) Tempo (Minutos)
Animal

TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90
Gl 68,4£6,004| 61,9+4,004 | 42,0+11,7%4 | 10,710,728 [44,6 £3,024| 38,0+ 1,9%4 26,8+ 7,048 | 68+6,88 |54,3+4,004| 49,4+24°4 | 3454934 8,7+ 8,78
G2 | 71,7434 71.8+2,74 64,0£5,124 | 63,3+£4,00 [51,6+£1,624| 522+1,7*4 | 46,7+3,7* | 449 +£1,8% [60,2+2,224] 60,1 £2,124 | 52,0+3,324 | 52242604
G3 548 £3,824| 50,1 £2,12A 0,08 7,828 37,4+£3,224 341174 0,08 0,028 442 £34°A| 415+1,94 0,08 0,028
G4 163,643,011 532+6,014 | 38,9+12,54 | 152+9,3B |524+4,73| 39,6+4238 | 36,1 + 14,3348 | 172 +17,208 | 52 6+ 1,7°A | 44,9 +52% | 31,3+9,12AB | 14, 1+ 8 7B

G1 — Garanhdo 1; G2 — Garanhao 2; G3 — Garanhdo 3; G4 — Garanhdo 4; T0 — Tempo zero; T30 — Tempo de 30 minutos; T60 — Tempo de 60 minutos ¢ T90 — Tempo de 90

minutos.



Brandio, I.S.L. — Eficiéncia do teste de termorresist...

63

1004 a e
+ T
80- b =
<
~ 60_
(2]
8
=]
% 40'
o
20- L b
a2 a7 F:
0 :|= T L T
o ov I >

Células normais
Defeitos menores
Defeitos maiores

Figura 1. Morfologia de células espermaticas. Para a mesma condigdo morfologica, letras

diferentes indicam diferenca entre os animais, pelo teste de Tukey (p<0,05). Gl =

Garanhao 1; G2 = Garanhdo 2; G3 = Garanhdo 3; G4 = Garanhao 4.
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO (CEUA-UFRPE)

e Todos os procedimentos envolvendo animais tiveram a anuéncia da Comissao
de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco

(CEUA-UFRPE), sob licenga n° 013/2019 CEUA/UFRPE. A saber:
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ANEXO B - REGRAS DA REVISTA BRASILEIRA DE REPRODUCAO

ANIMAL PARA SUBMISSAO DE ARTIGO

Formatagao e layout da pagina, bem como normas de escrita, estdo de acordo
com a Revista Brasileira de Reproducdo Animal, a qual o artigo sera
submetido. A saber:

Instrucoes aos autores

A Revista Brasileira de Reprodu¢ao Animal (RBRA) destina-se a publicagao
de artigos cientificos, revisdes (compilacdo de informacdo da literatura,
demonstrando andlise critica sobre o tema e com caracteristicas de
excepcionalidade, a juizo do Corpo Editorial), comunicagdes e relatos de
casos, capazes de contribuir, significativamente, para um melhor
conhecimento dos fenomenos ligados a reprodugdo animal, bem como para a

divulga¢do da producdo cientifica da area.

A RBRA, a partir do v.29 de 2005, ¢ publicada exclusivamente on line e esta
disponivel no website do CBRA (http//:www.cbra.org.br).

Toda correspondéncia devera ser encaminhada a Editor-Chefe:

Dr. Marcelo Rezende Luz

Revista Brasileira de Reprodugao Animal

E-mail :rbra@cbra.org.br

Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (CBRA)

Av. Cel José Dias Bicalho 1224, Lj 4, Bairro Sao Luiz, Pampulha, CEP 31275-
050, Belo Horizonte, MG

Fone: (31)3491-7122; Fax: (31)3491-7025.

E-mail : cbra@cbra.org.br e Website: http://www.cbra.org.br

POLITICA EDITORIAL

Os artigos submetidos a RBRA serdo preliminarmente avaliados quanto as
normas ¢ a adequacdo ao escopo da Revista. Somente os artigos aprovados
nesta etapa serdo encaminhados para a andlise do mérito cientifico por

consultores ad hoc.
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TIPOS DE ARTIGOS ACEITOS PARA PUBLICACAO

Artigo cientifico: € o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se
na premissa de resultados inéditos e posteriores ao planejamento da pesquisa.
Revisdo: analise e discussdo do que ha disponivel na literatura cientifica e
técnica atual sobre um determinado tema. As informagdes devem ser
organizadas de maneira logica e atrativa, com o objetivo de facilitar ao leitor o
acompanhamento da evolucdo do assunto. As conclusdes referem-se ao
conjunto dos artigos revistos.

Comunicagdo: ¢ o relato sucinto de resultados de um trabalho cientifico
adequadamente planejado.

Relato de caso: ¢ o relato de um caso raro, de forma completa e de interesse da

clinica médico-veterinaria.

NORMAS GERAIS

Os artigos devem ser originais e destinados exclusivamente a publicagdao na
RBRA.

Os autores sdo responsaveis pelos resultados, pelos conceitos e pelas
informacdes contidas nos artigos.

A redagdo do artigo devera estar de acordo com a lexicologia e sintaxe do
idioma portugués. Para ortografia em portugués, adota-se o Vocabulério
Ortografico da Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras. Para
ortografia em inglés, recomenda-se o Webster's Third New International
Dictionary.

As unidades de medida devem ser usadas de acordo com o Sistema
Internacional de Unidades. As abreviaturas e os simbolos devem ser evitados,
exceto quando forem usadas unidades padrao de medidas.

Os artigos submetidos a aprovagdo deverdo estar em consonancia com as

normas descritas no capitulo "Preparagao do para submissao".

Submissdo dos artigos
Os artigos devem ser encaminhados exclusivamente, para o e-mail

<rbra@cbra.org.br>. As ilustracdes devem ser enviadas em arquivo separado.
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Taxa de submissao

A taxa de submissao de R$95,00 (noventa e cinto reais) por artigo devera ser
depositada na conta Banco Itat, Agéncia 3179, conta corrente 08080-3. Uma
copia do comprovante deverd ser encaminhada ao CBRA, via e-malil,
juntamente com o artigo submetido. O artigo somente serd encaminhado para
avaliacdo se comprovada a quitagdo do pagamento da taxa de submissdo. A
taxa de submissdo ndo serd devolvida.

Taxa de publicacio: Nao ha taxa de publicacdo para os artigos aceitos.

PREPARACAO DO TRABALHO PARA SUBMISSAO

Texto e formato dos arquivos: o artigo deve ser digitado em folha A4 (21.0 x
29.7) com 3 cm de margem (superior, inferior, esquerda, direita), diagramado
conforme arquivo modelo anexo. Artigos ndo diagramados ou diagramados
incorretamente nao serdo aceitos. O arquivo eletronico deverd ser compativel
com Word for Windows. O artigo pode ser escrito em portugués, inglés ou
espanhol.

Tamanho do artigo: O artigo submetido, incluindo as ilustragdes e as
referéncias, devera apresentar no maximo 20 paginas (artigo de revisao), 06-
12 paginas (artigo cientifico), 05 pdaginas (relato de caso), 05 paginas

(comunicag¢do), 05 paginas (nota técnica).

Secoes de um manuscrito cientifico

Artigo cientifico: Titulo; Titulo em inglés; Autor (es); Afiliagao(des);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Keywords; Introducao; Material e
Métodos; Resultados; Discussao (ou Resultados ¢ Discussao); Conclusoes;
Agradecimentos; Referéncias; Ilustragdes. O artigo cientifico deve conter no
maximo 30 referéncias, devendo ser no minimo 80% de artigos cientificos em
periodicos indexados. (ver detalhes abaixo).

Artigo de revisdo: Titulo; Titulo em inglés; Autor(es); Afiliacao(des);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Keywords; Introdu¢do; Desenvolvimento
do assunto (organizado em partes com titulos proprios e, eventualmente,
subtitulos); Consideragdes finais; Agradecimentos; Referéncias; Ilustragoes.
As referéncias devem conter no minimo 80% de artigos cientificos em

periodicos indexados.
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Comunicacio: Mesma estrutura do artigo cientifico, de forma sucinta, mas
sem subtitulos. A comunicagdo deve conter no maximo 10 referéncias,
devendo ser no minimo 80% de artigos cientificos em periddicos indexados.
Relato de caso: Titulo; Titulo em inglés; Autor(es); Afiliacdo(des); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Keywords; Introducdo; Metodologia diagnostica
utilizada; Resultados e Consideragdes finais; Referéncias, Ilustragoes. O relato
de caso deve conter no maximo 10 referéncias, devendo ser no minimo 80%
de artigos cientificos em periddicos indexados.

Descricao das secoes de um artigo cientifico (os demais tipos de manuscritos
devem se adaptar ao modelo): atualizar

Titulo: O titulo deve ser sucinto, mas representativo do conteudo do artigo.
Apenas a primeira palavra do titulo com a inicial em maiuscula (exce¢do para
nomes proprios). A citacdo de suporte financeiro devera ser colocada junto dos
agradecimentos, antes da lista de referéncias. Titulo em
portugués/inglés/espanhol, negrito, centralizado, Times New Roman 12.
Titulo em inglés/portugués: Logo abaixo do titulo em portugués, versao em
inglés do titulo em portugués.Titulo em inglés/portugués, italico, centralizado,
Times New Roman 10, sem espagamento com o titulo.

Autor(es): Os nomes dos autores virdo abaixo dos titulos em portugués e
inglés, na ordem direta, por extenso. A afiliagdo de cada autor deverd ser
indicada por algarismos arabicos sobrescritos no final do sobrenome.Nome(s)
completo(s), negrito, centralizado, nimero da filiagdo sobrescrito, Times New
Roman 10.

Afiliacao(des): Deve ser citada somente a institui¢ao principal e um segundo
nivel de filiagdo, quando da execugdo do trabalho submetido, seguida da
cidade, estado e pais. Nao citar titulo, cargo e funcdo. O autor para
correspondéncia deve ser indicado com endereco completo, telefone, fax e e-
mail.Endereco(s) de filiagdo: centralizado, numero da filiacdo sobrescrito,
Times New Roman 9.

Resumo: Narrativa sucinta dos objetivos, material e métodos (quando
pertinente), principais resultados e conclusdes, limitado a 200 palavras (1374
caracteres com espago) em um soO paragrafo.Resumo — palavra em portugués,
centralizado, negrito, Times New Roman 10. Resumo - texto: em portugués,

justificado, paragrafo tnico, Times New Roman 10.
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Palavras-chave: Palavras ou expressoes que identificam o conteudo do artigo,
ndo ultrapassando o limite de cinco.Palavras-chave em negrito: demais
palavras justificadas a esquerda, Times New Roman 10.

Abstract: Versao em inglés do Resumo.Abstract - palavra: inglés, centralizado,
negrito, Times New Roman 10. Abstract texto: inglés, justificado, itélico,
Times New Roman 10.

Keywords: Versao em inglés das Palavras-chave.Keywords — palavra em
negrito: demais palavras em inglés, italico, justificadas a esquerda, maximo 5
palavras, Times New Roman 10.

Introdugdo: Explanagdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia, relevancia e os objetivos do trabalho.Titulos -
palavra: portugués, negrito, centralizado, Times New Roman 10. Texto
justificado, espagamento simples, Times New Roman 10.

Material e Métodos: Devem ser citados o desenho experimental, o material
envolvido, a descri¢do dos métodos usados ou referenciar corretamente os
métodos ja publicados. E recomendado o uso restrito de subtitulos. Nos artigos
que envolvam animais ou organismos geneticamente modificados, devera
constar o numero do protocolo de aprovacao do Comité de Bioética e/ou de
Biosseguranca. Titulos: portugués, negrito, centralizado, Times New Roman
10.

Resultados: Devem ser apresentados clara e objetivamente os principais
resultados encontrados. Resultados — palavra em portugués, negrito,

centralizado, Times New Roman 10.

Discussdo: Devem ser discutidos somente os resultados obtidos no
trabalho.Discussao — palavra em portugués, negrito, centralizado, Times New
Roman 10.

Conclusdes: As conclusdes devem estar apoiadas nos dados da pesquisa
executada.Conclusdes — palavra em portugués, negrito, centralizado, Times
New Roman 10.

Consideracdes finais: devem ser utilizadas para revisdes de literatura, relatos
de caso, Nota Técnica. Consideragdes Finais — palavra em portugués, negrito,

centralizado, Times New Roman 10.
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Agradecimentos: Devem ser concisamente expressados.Agradecimentos —
palavra em portugués, negrito, centralizado, Times New Roman 10.
Referéncias: Referenciar somente artigos citados e publicados. As referéncias
devem ser listadas em ordem alfabética do(s) sobrenome(s) do(s) autor(es) e a
seguir do titulo. Referéncias — palavra em portugués, negrito, centralizado,
espacamento simples, Times New Roman 10, ver instru¢des abaixo.
Ilustragdes: Compreende tabelas e figuras. Toda ilustracdo que ja tenha sido
publicada deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data), e
a correspondente referéncia deve figurar na lista final. Recomendacdes: 1)
Ilustragdes idénticas ao original: os autores devem encaminhar a RBRA a
autoriza¢ao do autor ou detentor dos direitos autorais para reprodugdo. No
artigo, além da identificagdo da fonte, os autores devem mencionar a
autorizacdo nos agradecimentos; 2) Ilustracdes adaptadas ou modificadas: os
autores devem identificar a fonte, acrescentando a informag¢ao "adaptado de
.".

Tabela: Conjunto de dados alfanuméricos organizados em linhas e colunas.
Usar linhas horizontais apenas na separag¢ao do cabecalho e ao final da tabela.
A separagao de grupos de dados no corpo da tabela devera ser feita inserindo-
se uma linha em branco. A legenda, colocada acima da tabela, recebendo
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo
arabico, e ¢ referida no texto como Tab., mesmo quando se referir a varias
tabelas.Tabela em portugués, centralizada, Times New Roman 10.

Figura: Refere-se a qualquer ilustracao constituida ou que apresente linhas e
pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda
devera ser colocada abaixo da ilustragdo, recebendo inicialmente a palavra
Figura, seguida do nlimero de ordem em algarismo arabico, e ¢ referida no
texto como Fig., mesmo quando se referir a mais de uma figura. As figuras
devem ser enviadas em arquivo separado, extensdo. tif, com alta resolucao.

Figuras em portugués, centralizada, Times New Roman 10.

NORMAS PARA CITACAO NO TEXTO E REDACAO DE
REFERENCIAS

Citacao de referéncia no texto
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A citagdo no texto sera feita segundo as circunstancias, podendo o (s) autor(es)
e as data(s) ser(em) citado(os) entre parénteses, ou somente a data. No caso de
citacdo de diversos autores, listar cronologicamente e, havendo coincidéncia
de data, usar a ordem alfabética de autor. Exemplo: Dunne (1967), Morril
(1967), Nutrient... (1968), Lopes e Moreno (1974) Ferguson et al. (1979), OU
(Dunne, 1967; Morril, 1967; Nutrient..., 1968; Lopes e Moreno, 1974;
Ferguson et al., 1979).

Referéncias
Sao adotadas as normas da ABNT/NBR-6023 de 2002, simplificadas conforme
exemplos abaixo. Para documentos nao exemplificados usar a norma original

(www.abnt.org.br).

Periddicos

Anuario Estatistico do Brasil. Rio de Janeiro: IBGE, v.48, 1987/88. p.351.
Ferguson JA, Reeves WC, Hardy JL . Studies on Immunity to alphaviruses in
foals. Am J Vet Res, v.40, p.5-10, 1979.

Holenweger JA, Tagle R, Waserman A, Schim FA, Franckel S . Anestesia geral
del canino. Not Med Vet , n.1, p.13-20, 1984.

Publicacao avulsa

Dunne HW lang=EN-US (Ed.). lang=ES-TRAD Enfermedades del cerdo
lang=ES-TRAD . México: UTEHA, 1967.

Lopes CAM, Moreno G. Aspectos bacterioldgicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: Congresso Brasileiro de Medicina Veterinaria, 14, 1974, Sao
Paulo. Anais... S3o Paulo: CBMV, 1974. p.97. Resumo.

Morril CC. Infecciones por clostridios. In: Dunne HW (Ed.). lang=ES-TRAD
Enfermedades del cerdo lang=ES-TRAD . México: UTEHA, 1967. lang=ES-
TRAD p.400-415.

Nutrient requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. p.19-20.

Silva NQ. Periotonioscopia na égua. 1971. 38f. Dissertacao (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de

Veterinaria, Belo Horizonte, 1971.
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Documentos eletronicos

Documento publicado disponibilizado em meio eletronico

Arranjo tributario. Diadrio do Nordeste On Line, Fortaleza, 27. nov. 1998.
Disponivel em http://www.diariodonordeste.com.br. Acesso em 28 nov. 1998.
Guncho MR. A educacao a distancia ¢ a biblioteca universitaria. In: Seminario
de Bibliotecas Universitarias, 10, 1998, Fortaleza. Anais ... Fortaleza: Tec
Treina, 1998. CD-ROM.

Politica . In: DICIONARIO da lingua portuguesa. Lisboa: Priberam
Informatica, 1998. Disponivel em http://www.priberam.pt/dIDPLO. Acesso
em 8 mar. 1999.

Quality food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.
org/critcal 6.htm>. Acesso em: 27 abr. 2000.

Silva RN, Oliveira R. Os limites pedagdgicos do paradigma style='letter-
spacing:.2pt™da qualidade total na educacdo. In: Congresso de Iniciagdo
Cientifica da UFPe, 4, 1996, Recife. Anais eletronicos ... Recife: UFPe, 1996.
Disponivel em http://www.prospeq.ufpe.br /anais/anais/educ/ce04.htm.
Acesso em 21 jan. 1997.

Documento de acesso exclusivo em meio eletronico

Birds from  Amapa; banco de dados. Disponivel em
http://www.bdt.org/bdt/avifauna/aves. Acesso em 25 nov. 1998.

Bioline Discussion List. List maintened by the Bases de Dados Tropical, BDT,
in Brasil. Disponivel em: lisserv@bdt.org.br. Acesso em 25 nov. 1998.
Civitas. Coordenacdo de Simdo Pedro Marinho. Desenvolvido pela Pontificia
Universidade Catodlica de Minas Gerais, 1995-1998. Apresenta textos sobre
urbanismo e  desenvolvimento de cidades.  Disponivel em:

gcsnet.com.br/oamis/ civitas>. Acesso em 27 nov. 1998.

Citacao de citacio
Devem ser evitadas. Somente a obra consultada no original devera aparecer na
lista de referéncias. No texto, serdo citados o autor ¢ a data do documento

original, seguido da expressao "citado por" e do autor e data da obra consultada.



Brandio, I.S.L. — Eficiéncia do teste de termorresist...

Artigos no prelo
Incluir na lista de referéncias apenas os artigos ja aceitos para publicagdo. Apds
a referéncia, colocar a informagdo "No prelo". Os artigos apenas submetidos

entram na categoria "Informagao pessoal".

Informacao pessoal

Os dados obtidos por informagao oral (palestras, debates, artigos submetidos e
em fase de andlise, comunicag¢do pessoal etc.) sdo identificados apenas no
texto. Apds a informagdo, coloca-se o autor, a data, institui¢do do autor e a

expressao "Informacgao pessoal".

INFORMACOES COMPLEMENTARES

Nao serao fornecidas separatas. Os artigos sao disponibilizados no formato pdf,
no endereco eletronico da revista (www.cbra.org.br).

A reproducdo e a traducdo de qualquer artigo para fins comerciais sdo
proibidas, sendo que transcrigdo em outras revistas cientificas deve ser

precedida de anuéncia do editor.
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