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1. INTRODUCAO

A espécie equina em relacdo as outras espécies domésticas possui 0S
menores indices de fertilidade. E evidente que essa situacéo € incrementada pelo
fato dos equinos ndo serem selecionados por aspectos de fertilidade e sim pelo
desempenho em competigdes.

Para que um programa reprodutivo seja bem sucedido, o garanhdo deve
estar em plenas condi¢cfes de produzir sémen com viabilidade espermatica, ou
seja, que possua espermatozdides com capacidade de fecundar o oécito. Para
isso é necessaria a funcionalidade estrutural e bioquimica da célula desde a sua
formacdo até a maturacdo, cujo processo é denominado espermatogénese
(JOHNSON, 2000). O processo de maturacao dos espermatozoides depende de
uma sequéncia de modificacbes espermaticas resultantes da interacdo da
superficie do espermatozéide com diferentes fluidos intraluminais (RODRIGUEZ,
2001). Muitas das células produzidas sdo defeituosas e sao eliminadas por
apoptose e fagocitose pelas células de Sertoli, enquanto outras sédo eliminadas
no ejaculado (HENINGER, 2004).

Defeitos morfolégicos como destacamento de cabeca, cabecas anormais,
pecas intermediarias anormais, caudas enroladas e células germinativas
prematuras ou células redondas estdo associados com baixa fertilidade (LOVE,
2000).

Com o passar dos anos, a utlizacdo do sémen equino resfriado é
crescente e sua tecnologia vem sendo aprimorada. Um dos motivos pelos quais
a utilizacdo do sémen equino resfriado € alta, é proporcao de individuos que néo
suportam satisfatoriamente o processo de criopreservacao (Vidament et al.,
1997).

Os espermatozdlides dos garanhdes podem ser classificados como de alta
gualidade ou baixa qualidade de acordo com a resisténcia frente a refrigeracéo
(Brinsko et al., 2000).

Os garanhdes com sémen de baixa qualidade apresentam reducao superior a
40% da motilidade progressiva inicial apés 24 horas de armazenamento. Esse
fato ndo depende somente da qualidade da natureza do sémen, mas também da
composicdo do plasma seminal e da membrana celular (Aurich, 2005). A
sensibilidade do ejaculado de alguns individuos para o resfriamento e transporte
pode ser tanta, que o transporte desse material genético ndo é possivel de ser
realizado.

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros seminais de garanhdes
da raca crioula apés o resfriamento a 15°C e transporte de sémen.

2. METODOLOGIA
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Foram utilizados dois garanhfes da raca crioula, com idade de 4 e 2,5
anos respectivamente (garanhdo A e B), clinicamente saudaveis e sexualmente
ativos. Durante a temporada reprodutiva 2009/2010 foram avaliados oito
ejaculados de cada um dos garanhdes.

Apdbs a coleta as amostras de sémen foram diluidas no diluente comercial
Botu-Sémen® na fracdo 3:1 (diluente:sémen) e acondicionadas em recipiente
comercial para resfriamento e transporte de sémen a 15°C. O sémen foi mantido
no recipiente por no minimo 4 horas antes do inicio das analises para que a
curva de resfriamento fosse completa.

Os parametros seminais analisados foram: volume da fracéo livre de gel
do ejaculado, motilidade, vigor, concentracdo espermatica, numero total de
células por ejaculado, morfologia e integridade de membrana plasmatica.

As avaliacbes de vigor e motilidade foram realizadas por microscopia
optica. A concentracdo espermatica foi realizada por contagem em camara de
Neubauer. A morfologia espermética foi analisada em microscopia 6ptica atraves
de lamina corada através da técnica de Cerovscky.

A avaliacdo da integridade membrana plasmatica foi realizada pelo teste
em solucdo hiposmdética. O qual consistiu na contagem da porcentagem de
espermatozoides com cauda dobrada (contagem de 200 esptz.), apls a
incubacéao por 30min de 100ul de sémen em 1ml de Solucéo a 100pOsm

Para avaliacdo estatistica foi utilizada analise de variancia, com
comparacdo entre medias através do teste LSD, atravées do software
STATISTIX®.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
A descricdo dos parametros avaliados de sémen resfriado dos garanhdes

A e B estdo descritos na Tabela 1 e as médias correspondentes aos defeitos de
morfologia espermatica encontrados estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 1. Média dos parametros de sémen resfriado em Garanhdes da Raca Crioula:

Pardmetros Seminais Garanhao A Garanhado B
Volume livre gel (ml) 20,5? 31,22
Motilidade (%) 87 62°
Vigor 42 3
Morfologia espermatica (% normais)  75° 732
Integridade de membrana (%) 56,3% 51,5°
Concentracao estz./ml (x10°) 2202 113°
Total estz. (x10%) 4,52 3,52°
ab Valores com letras diferentes nas linhas representam diferenca significativa entre os garanhées
(P<0,05).

Quando se avalia a morfologia espermética, garanhdes sadios apresentam
média de 54% de espermatozéides normais, enquanto individuos subférteis
apresentam média de 37% de células normais (PICKETT et al, 1989). Ambos
garanhdes acompanhados no presente estudo apresentam morfologia
espermatica caracteristica de individuos saudaveis.

De acordo com estes resultados as médias de motilidade diferiram entre
os garanhdes (P<0,05), quando se avalia a relacdo com 0s outros parametros
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espermaticos, observa-se que garanhdes com maiores taxas de defeitos
morfolégicos possuem menores taxas de motilidade e vigor.

Tabela 2. Defeitos de morfologia espermatica identificados em Garanh8es da Raca Crioula:
Garanhdo  Cabeca Anormal Cauda Dobrada  Cauda Enrolada  Gota Proximal  Cabeca

Isolada
Normal
A 0,8% 14,4% 2,9% 1% 5%
B 1,3% 7% 4% 1,9% 3,3%

7

O teste hiposmdético é utilizado para avaliar a integridade funcional da
membrana plasmatica, podendo ser utilizado quando néo for possivel a execucao
das avaliacbes de fluorescéncia. Possuindo ainda a vantagem do baixo custo,
por necessitar apenas do microscopio Optico para sua execucdo. O
espermatozoide que possuir a membrana ativa bioquimicamente ir4 sofrer a
expansdo em resposta ao estresse osmatico, devido ao influxo de 4gua. Esse
teste demonstra a integridade da membrana testando a funcdo osmorregulatoria
das células (SIEME, 2009). Em estudos de fertilizacdo in vivo foi observado que
ejaculados que foram capazes de fertilizar o odcito, possuiam pelo menos 60%
de células reativas ao teste hiposmético (JEYENDRAN, 1992).

A integridade de membrana avaliada no Teste Hiposmotico foi de 56,25 %
para o garanhdo A e 51,5 % para o garanhéo B (P>0,05). Quando compara-se a
relacdo entre motilidade e integridade de membrana espermatica ndo ha uma
similaridade. O que demonstra a subjetividade da avaliacdo Unica da motilidade
espermatica como indicativo de viabilidade celular. O que permite contestar a
eficdcia da avaliacdo do total de espermatozéides viaveis no ejaculado baseado
apenas no indice de motilidade da amostra.

Existem poucos dados relativos a caracteristicas seminais e fertilidade de
garanhdes da raca crioula. Em 2001, foram definidos por SUNE os parametros
espermaticos: volume livre de gel de 63 ml, concentragdo esperméatica/ml de
101x10°, indice de espermatozéides morfologicamente normais de 69% e niimero
total de espermatozéides de 6,1 x 10°. Este mesmo autor detectou que
garanhdes com mais de 70% de espermatozoides morfologicamente normais
apresentaram taxas de prenhez superiores aos que apresentaram indices de
células normais < 70%. Porém nao foram realizadas avaliacdes de integridade de
membrana.

A concentracdo espermatica média do garanhdo A foi de 220x10° estz/ml
e de 113x10° estz/ml para o garanhdo B (p < 0,05) e o nimero total médio de
células por ejaculado foi de 4,51x10° para o garanhdo A e 3,52x10° bilhdes para
0 garanhéo B (p >0,05).

4. CONCLUSAO

A avaliacdo do sémen apls o resfriamento € de suma importancia na
determinacdo da viabilidade espermética e das alteracbes do sémen submetido ao
resfriamento.

Consideramos, a partir dos resultados do presente estudo, que as técnicas
utilizadas foram eficientes para a avaliagdo dos parametros seminais e viabilidade
espermatica de ejaculados resfriados a 15°C em garanhdes da raca crioula.
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