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RESUMO

O objetivo deste estudo foi testar um sistema de Polietileno para o transporte de sémen equino
refrigerado por um periodo de até oito horas. Foram utilizados um total de 87 ejaculados de
cinco diferentes garanhGes, com idade média de 10 anos, sendo trés da raca Puro Sangue de
Corrida e dois da raga Ponei Miniatura Brasileiro. Os garanhdes foram coletados duas vezes
por semana utilizando vagina artificial. Apds cada coleta, o sémen foi avaliado a fresco e
diluido na proporcéo 1+1 (diluente + sémen) com leite desnatado UHT e dividido em quatro
aliquotas de igual volume. No grupo controle (GC) o sémen foi analisado logo ap6s a diluigdo
(zero hora — 0Oh). Nos demais grupos o sémen foi mantido por oito horas (8h) em trés
diferentes sistemas de transporte: Equitainer® (GE), Botuflex®(GB) e Sistema de Polietileno -
Refrigerado (SP) ou N&o-Refrigerado (SPN). Foram avaliadas a motilidade total, vigor, a
integridade de membrana plasmatica (CFDA/PI), funcionalidade de membrana plasmatica

(HOST) e morfologia espermatica. No SP ndo ocorreu diferenga estatistica em todos o0s

parametros avaliados, quando comparado com o GE e o GB (médias da motilidade total

45,00%, 49,29% e 46,40%; médias do vigor = 2,04, 2,18 e 2,01; medias do CFDA/PI
71,12%, 73,29%, 71,32; médias do HOST = 39,70%, 41,21% e 39,76%; e medias da
morfologia = 80,50%, 82,29% e 81,28%, valores respectivos de cada parametro para SP, GE e
GB), enquanto o SPN apresentou valores médios inferiores ao GE para todos os parametros
avaliados (médias da motilidade total = 50,65% e 62,60%; médias do vigor espermatico =
1,78 e 2,43; médias do CFDA/PI = 72,56% e 78,30%; médias do HOST = 43,56% e 48,87%;
médias da morfologia = 77,17% e 84,82%, respectivamente para SPN e GE). Com base nos
dados podemos concluir que o SP foi igual ou nédo diferiu dos demais sistemas estudados, ja o
SPN se apresentou inferior aos demais sistemas estudados neste experimento. Portanto, 0 uso
do SP é indicado para o transporte de sémen refrigerado por oito horas, quando comparado

aos demais sistemas estudados neste trabalho.



Palavras-chave: equino / sémen refrigerado / sistema passivo de refrigeracéo



ABSTRACT

The aim of this study was to test a polyethylene system to ship equine cooled semen. A total
of 87 ejaculates from five different stallions with known fertility, mean age 10 years, were
used, being three Thoroughbred and two Miniature Pony horse. The stallions were collected
twice a week using an artificial vagina. After each collection the semen was diluted 1+1
(diluent+semen) with UHT skim milk and divided into four aliquots of equal volume, yielding
a total of four groups. In the control group (CG) the semen was analyzed immediately after
dilution (zero hour - 0h). In the other groups semen was stored for eight hours (8h) in three

different transport systems: Equitainer® (EG), Botuflex® (BG) and Polyethylene System -

Cooled (PS) or Non-Cooled (NPS). The total motility, vigor, plasma membrane integrity
(CFDA/PI), plasma membrane functionality (HOST) and sperm morphology were evaluated.
In PS did not occur a statistical difference in all parameters compared with EG and BG
(averages of total motility = 45.00%, 49.29% and 46.40%, the average effect = 2.04, 2 18 and

2.01; averages CFDA / Pl = 71.12%, 73.29%, 71.32; averages HOST = 39.70%, 41.21% and

39.76%, and the average of morphology = 80.50%, 82.29% and 81.28%, respective values of
each parameter to PS, EG and BG), while the NPS showed lower mean values than the EG to
all parameters (total motility averages = 50,65% and 62,60%, sperm vigor averages = 1,78
and 2,43; CFDA / Pl averages = 72,56% and 78,30%; HOST averages = 43,56% and 48,87 %,
morphology averages = 77.17% and 84.82%, respectively for NPS and EG). Based on the
results we can conclude that the PS was equal or did not differ from the other systems studied,
the NPS already performed lower than the other systems studied in this experiment.
Therefore, the use of the SP is indicated for the transport of cooled semen for eight hours as

compared to other systems studied in this work.

Keywords: equine / cooled semen / passive cooling device
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1. INTRODUCAO

O complexo do agronegdcio do cavalo vem alcangando patamares nunca antes
alcancados pela equideocultura nacional (GUERRA & MEDEIRQS, 2007).

O agronegdcio do cavalo ganha a cada ano maior espaco no mercado brasileiro, sendo
uma importante atividade econémica e social. Este segmento movimenta 7,5 bilhdes de
reais/ano e gera aproximadamente 650 mil empregos diretos e cerca de 2,6 milhdes de
empregos indiretos (CNA, 2006) no campo e na cidade (LIMA et al., 2006). Segundo
Teixeira (2011), somente no ano de 2010, o cavalo Crioulo atingiu a marca dos R$100
milhdes em vendas, valor este muito além do alcangado no ano de 2000, por exemplo, que foi
de R$9 milhdes, o que mostra uma grande evolugdo econdmica somente nesta raca.

As biotecnologias da reproducdo sdo ferramentas importantes no que tange a
equideocultura mundial e a inseminagdo artificial (IA) é um dos seus instrumentos mais
importantes, com um maior impacto sobre a reproducéo equina (LOOMIS, 2006). A 1A em
equinos € praticada em todo o mundo e é a base para outras biotecnologias que védo desde a
transferéncia de embrides até a clonagem (AURICH, 2012). Na espécie equina, a maneira
mais comumente usada desta biotecnologia é mediante a refrigeracdo e transporte de sémen
(LOOMIS, 2006), utilizado na reproducdo equina desde o final da decada de 80
(HECKENBICHLER et al, 2011). Segundo Papa et al. (2005), o Brasil é o segundo pais no
mundo que mais utiliza transporte de sémen equino, ficando atras apenas dos Estados
Unidos.

Esta biotecnologia, além de segura e barata, evita a ocorréncia de riscos decorrentes do
transporte tanto de éguas como do proprio garanhdo (AVANZI et al.,, 2006). Em
contrapartida, a fertilidade do sémen refrigerado é mantida por um periodo de 24 — 48 horas,
sendo que apos este tempo a taxa de prenhez diminui drasticamente (AURICH, 2008).

Atualmente existem diferentes metodologias e tipos de sistemas refrigerados para o
transporte de sémen, porém ainda é muito comum para 0s médicos veterinarios o transporte
de sémen utilizando caixas de isopor.

Analisando o atual mercado de sistemas refrigerados para o transporte de sémen, este
estudo teve como objetivo geral testar um sistema de Polietileno para o transporte de sémen
equino refrigerado por um periodo de até oito horas, tendo como objetivo especifico o de
comparar os valores encontrados neste sistema com outros dois sistemas j& utilizados

comercialmente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CELULA ESPERMATICA

A forma geral do espermatozoide foi descrita pela primeira vez por van Leeuwenhoek
h& mais de 330 anos atrés (1677) (VARNER & JOHNSON, 2011). Segundo estes mesmos
autores, foram necessarios cerca de 200 anos para a aceitacdo de que esta forma de girino
contribuia para a fertilizacéo.

A espermatogénese ocorre no interior dos tabulos seminiferos dos testiculos, onde as
espermatogdnias multiplicam-se através de mitoses, transformando-se em espermatdcitos
primarios. Os espermatocitos primarios sofrem meiose, dando origem a duas células
hapldides chamadas de espermatocitos secundarios, que sofrem outra meiose, originando
quatro células haploides, chamadas de espermatides, que dardo origem ao espermatozoide
(EDDY, 2006). Segundo Meyers (2009), a espermatogénese € composta por trés fases: (1)
espermacitogénese (divisdes mitdticas de espermatogdnias), (2) meiose e (3) espermiogénese
(maturacéo e diferenciacdo das espermatides), com uma duracéo total de aproximadamente 57
— 58 dias em garanhdes.

Para que ocorra a fertilizacdo do odcito, o espermatozoide deve desenvolver e manter
pelo menos cinco atributos gerais (AMANN & PICKETT, 1987): 1) proteinas na membrana
plasmatica que sdo essenciais para a sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital
feminino; 2) metabolismo para producdo de energia; 3) motilidade progressiva; 4)
acoplamento do espermatozoide a membrana do o6cito no momento da fertilizagdo; 5)
enzimas localizadas no acrossoma, que sdo essenciais para a penetragdo do espermatozoide

nas estruturas periféricas do oocito.

2.1.1. CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

A célula espermatica equina, como a de outros mamiferos, € uma célula altamente
especializada, constituida por uma cabega, uma peca intermediaria, uma pega principal, e uma
peca final (MEYERS, 2009), contendo a membrana plasmatica cobrindo toda a célula
(MORTIMER, 1997).

Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozoide esta voltada para a

sua atividade funcional Unica, ou seja, assegurar a liberacdo do material genético contido no
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nucleo do espermatozoide para o odcito, onde a unido dos pronacleos masculino e feminino
ocorre, produzindo o zigoto (EDDY, 2006).

A cabeca contém um ndcleo com DNA, com o material genético, e o acrossoma
contém enzimas hidroliticas necessarias para a penetracdo no oocito durante a fertilizacéo
(AMANN & GRAHAM, 1993). Além do nucleo e do acrossoma, a cabega contém ainda
estruturas do citoesqueleto e uma pequena gquantidade de citoplasma (EDDY, 2006). O nucleo
é extremamente condensado e, provavelmente, contém pouca quantidade de agua, restando
como localizacdo para este liquido apenas 0s espagos entre as membranas plasmatica e
acrossomal externa, ou dentro de estruturas como o acrossomo e a mitocondria (AMANN &
PICKETT, 1987).

A extremidade anterior do nucleo do espermatozoide é recoberta pelo acrossomo, que
é uma fina cobertura com dupla camada de membranas que envolve intimamente o nucleo
durante os ultimos estagios de formacdo do espermatozoide (HAFEZ & HAFEZ, 2003). O
acrossoma € originario do complexo de Golgi na espermétide, que contém enzimas
hidroliticas necessarias para a penetracdo da matriz extracelular do odcito (zona pelucida)
para completar a fertilizacdo (FLESCH & GADELLA, 2000). Os componentes do
citoesqueleto estdo alojados nos espagos estreitos entre 0 acrossoma e 0 nlcleo e entre o
acrossomo e a membrana plasmatica (EDDY, 2006).

Esta estrutura membranosa se dispde sobre o nucleo como uma capa na porcao
anterior da cabeca do espermatozoide, sendo dividida em membrana acrossomal interna e
membrana acrossomal externa; a membrana interna fica em contato com a membrana nuclear,
enquanto a membrana externa fica em contato com o lado interno da membrana plasmatica
(FLESCH & GADELLA, 2000).

O acrossoma consiste de dois segmentos: a capa acrossomal (acrossoma anterior) e o
segmento equatorial (acrossoma posterior), sendo que o segmento equatorial é a parte que,
juntamente com a por¢do anterior da regido pos-acrossémica, inicialmente se funde com a
membrana do odcito durante a fertilizacdo (HAFEZ & HAFEZ, 2003).

A peca intermediéria é a regido da cauda entre o colo e o annulus (HAFEZ & HAFEZ,
2003). Ela contém um arranjo helicoidal de mitocondrias, as quais geram energia para 0O
batimento flagelar (MORTIMER, 1997).

A peca principal do flagelo se estende do annulus até a peca terminal da cauda, e é
composta centralmente pelo axonema e sua associacdo de fibras grosseiras, que fornece a
estabilidade dos elementos contrateis da cauda (HAFEZ & HAFEZ, 2003).
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A peca terminal contém somente o axonema coberto pela membrana plasmatica
(MORTIMER, 1997).

A cauda é composta por uma regido chamada de “colo” (ligada a cabeca), pela peca
intermediaria, que contém elos de mitocondrias, pela peca principal, que contém bainhas
fibrosas, e pela peca final, que contém microtibulos (AMANN & GRAHAM, 1993). A cauda
fornece a forca de motilidade que € essencial para impulsionar o espermatozoide através do
trato genital feminino para chegar ao local de fertilizacdo na ampola do oviduto da fémea
(MEYERS, 2009).

Internamente, o flagelo € constituido pelo axonema, uma estrutura especializada do
citoesqueleto, responsavel pela motilidade espermatica, sendo formado por nove microtubulos
duplos, localizados na periferia do cilindro e por dois microtubulos simples centrais
(MORTIMER, 1997). Estes microtubulos sdo organelas cilindricas compostas por
heterodimeros de tubulinas a e B, arranjados da cabeca em sentido a cauda, para formar um
protofilamento polar. (BRINKLEY, 1997).

Externamente ao axonema, a fibra densa possui cortex e uma medula, e é constituida
por proteina semelhante a queratina, o que confere elasticidade ao flagelo. O comprimento das
fibras varia se estendendo acima de 60% do comprimento da peca intermediéria do flagelo,
com duas fibras mais curtas, trés fibras de comprimento médio e quatro fibras longas, sendo
que esta assimetria no comprimento das fibras densas pode desempenhar papel importante na
alteracdo progressiva do plano de batimento flagelar (MORTIMER, 1997).

Desta forma, a funcdo principal da cabeca do espermatozoide é a liberacdo de uma
série hapléide de cromossomos para 0 odécito, enquanto que, a do flagelo, é promover a
motilidade da célula para permitir sua passagem pelo trato reprodutivo feminino e a
penetracao através da zona pelucida do o6cito (MORTIMER, 1997).

2.1.2. MEMBRANA PLASMATICA

Todas as células (procariontes ou eucariontes) sdo circundadas por uma membrana
plasmética que define a sua delimitacdo, separando seu conteldo do meio que a circunda. Por
servir de barreira seletiva, a membrana plasmatica determina a composi¢do do citoplasma
celular, tendo papel fundamental na maioria dos fendmenos celulares (SINGER &
NICOLSON, 1972).

As membranas (plasmatica, nuclear, acrossomal e mitocondrial) da célula espermatica

sdo agregados de lipidios e proteinas construidos durante a espermatogénese, e modificadas
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durante o trénsito e armazenamento no epididimo e ejaculacdo. A funcdo das membranas é
determinada pela intervencdo de seus varios componentes; desse modo, algum evento que
modifique estas interacdes, pode alterar sua funcdo (HAMMERSTEDT et al., 1990).

A membrana plasmatica é formada por duas camadas lipidicas, contendo moléculas de
fosfolipidios polares de propriedades anfipaticas e distribuidas assimetricamente, orientadas
de maneira que a porcdo hidrofobica fique direcionada para o centro da membrana e a porgao
hidrofilica direcionada para a superficie da membrana. Os principais lipidios presentes nesta
estrutura celular sdo os fosfolipidios (colina, serina, glicerol e inositol), glicoesfingolipidios e
esteroides (FLESCH & GADELLA, 2000).

Além da bicamada lipidica, a membrana plasmatica é composta também por proteinas,
glicoproteinas de superficie e glicolipidios organizados em um mosaico fluido (SINGER &
NICOLSON, 1972). As proteinas podem ser classificadas em duas classes: proteinas integrais
a membrana - as quais sdo essenciais para a estrutura da membrana - e proteinas periféricas —
associadas a membrana, porém facilmente removiveis (AMANN & GRAHAM, 1993).

Essas estruturas proteicas sdo encontradas desigualmente distribuidas na membrana
plasmaética, entre diferentes regides da cabeca e outras partes do espermatozoide, atuando
como bombas de célcio, sédio e outros ions, ou ainda como receptores associados a interagdes
ao oocito durante o processo de fertilizagdo (AGUAS & PINTO, 1983).

As membranas plasmaticas espermaticas seguem o modelo classico de membrana
plasmatica. Entretanto, a membrana plasmatica dos espermatozoides dos mamiferos
apresenta-se organizada em dominios regionais bem delineados que diferem em composicéo e
funcdo, e que apresentam caracteristicas dindmicas que passam por mudangas na organizagdo
e composicdo durante a vida da célula (WOLFE et al., 1998).

Na célula esperméatica madura podem-se identificar trés regibes altamente
especializadas da membrana plasmatica: a cabeca do espermatozoide, a pecga intermediaria e o
flagelo (FLESCH & GADELLA, 2000).

Na cabeca do espermatozoide, a membrana plasmaética possui dois dominios maiores:
regido acrossomal e regido pos-acrossomal. Na regido acrossomal, a membrana plasmatica
pode ser subdividida em segmento marginal (apical), segmento principal (acrossomal) e
segmento equatorial. Os segmentos marginal e principal, juntos, sdo denominados de capa
acrossomal. A membrana plasmatica do flagelo é separada em dominio da peca intermediaria,
que cobre a bainha mitocondrial, e dominio da cauda posterior, que cobre as pegas principal e
terminal da cauda (EDDY, 2006).
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As interacBes entre proteinas e lipidios que ocorrem dentro da membrana séo
extremamente importantes para o desempenho das fungdes celulares. Alguns lipidios sdo
preferencialmente agrupados ao redor de proteinas integrais e o ambiente lipidico ao redor de
uma proteina influencia as propriedades funcionais desta unidade agregada
(HAMMERSTEDT et al., 1990).

A membrana plasmaética tem permeabilidade seletiva e atua como uma barreira,
mantendo, assim, diferencas de composicao entre o interior e o exterior da célula, pois danos
nesta estrutura podem levar a perda da homeostase com posterior morte da célula (AMMAN
& PICKET, 1987).

2.2. METODOS DE AVALIACAO DO SEMEN

A avaliacdo in vitro do sémen é de grande importancia para a analise das
caracteristicas relacionadas com a capacidade fecundante do espermatozoide, tais como:
motilidade, integridade morfologica, integridade da membrana plasmatica e funcionalidade de
membrana (TERRACIANO, 2008).

O objetivo da avaliacdo do sémen e conhecer o numero de células estrutural e
funcionalmente normais, 0 que esta relacionado com a capacidade fecundante do sémen
(HAFEZ & HAFEZ, 2003), bem como avaliar com uma maior acuracia se 0 sémen de um
garanhdo é capaz de ser submetido a procedimentos como a refrigeracdo e o congelamento
(MAGISTRINI, 2000).

O desenvolvimento de ensaios laboratoriais para predizer com acuracia a capacidade
fertilizante do sémen tem instigado ha4 muitos anos os pesquisadores, uma vez que, para serem
capazes de fertilizar o o6cito e permitir o desenvolvimento embrionario, 0s espermatozoides
precisam apresentar diversos atributos (GRAHAM et al., 1990).

Embora os testes laboratoriais ndo determinem a fertilidade real de uma amostra de
sémen, eles permitem predizer quais amostras sao mais provaveis de possuir baixa fertilidade
(AMANN, 1989).

Sabe-se que as andlises das caracteristicas seminais assumem um papel decisivo na
determinacéo da fertilidade do garanhdo, particularmente na sua eficiéncia reprodutiva, sendo
que a capacidade de prever a fertilidade futura € muito melhorada sempre que os varios testes
sejam utilizados em combinacdo (VARNER, 2008).
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Da mesma maneira, Celeghini et al. (2007) descrevem que a manutencdo do potencial
de fertilizacdo do espermatozoide depende da integridade e funcionalidade das diferentes
estruturas celulares, o que, na pratica, reflete na dificuldade de desenvolver um teste

laboratorial isolado para prever, com exatidao, o potencial de fertilidade do sémen.

2.2.1. AVALIACAO MACROSCOPICA

Uma avaliacdo geral da coloracdo, volume, odor e aspecto do sémen fresco pode
fornecer informacOes relevantes e ndo pode ser ignorada antes de dar continuidade aos
procedimentos de avaliacdo do sémen (BAUMBER-SKAIFE, 2011).

A avaliagcdo macroscopica do ejaculado permite observar algumas caracteristicas que,
somadas aquelas observadas na microscopia, sdo de suma importancia na analise dos
pardmetros seminais. Dentre as caracteristicas macroscopicas mais comumente utilizadas na
avaliacdo do sémen equino estdo o volume, o odor e a coloragdo (CBRA, 2013).

Durante ou imediatamente apos a coleta, o sémen € filtrado para remover a fracao gel
e quaisquer debris presentes na amostra (BEDFORD-GUAUS, 2007). Sendo assim, apds ser
filtrado, o volume de sémen € geralmente dividido em duas fracGes: a fracdo gel e a fracao
livre de gel (BAUMBER-SKAIFE, 2011). O volume de sémen ejaculado pode variar de
acordo com a especie, raca, idade, clima e regime de coletas. Nao existe um limite minimo ou
méaximo para o volume, sendo que, para a espécie equina, o volume (livre de gel) apresenta
um valor médio de 40 - 60 ml (CBRA, 2013).

O odor caracteristico do sémen é o “sui generis” (CBRA, 2013), sendo que a coloragéo
do sémen fresco deve ser branca acinzentada (BAUMBER-SKAIFE, 2011). Porém, esta
coloracdo pode variar, dependendo da eventual presenca de sangue, pus, urina, células
epiteliais, sujidades, entre outros (CBRA, 2013).

2.2.2. AVALIACAO MICROSCOPICA

2.2.2.1. MOTILIDADE ESPERMATICA E VIGOR ESPERMATICO

A motilidade espermatica é um dos principais métodos de avaliagdo de
espermatozoides, e constitui um elemento importante na estimativa da viabilidade
espermatica (PICKETT, 1993), tendo sido considerada um dos principais critérios na

avaliacdo da fertilidade do macho (MALMGREN, 1997). Sua manutencdo ndo implica em
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integridade celular completa; entretanto, sua perda irreversivel resultaria na perda da funcao
celular (VARNER et al., 1988).

De acordo com Magistrini (2000), o espermatozoide necessita de motilidade para
ultrapassar a juncdo Utero-tubarica e as células que circundam o odcito.

A avaliacdo da motilidade espermatica é frequentemente realizada através de meio
visual, com a utilizacdo de um microscopio Optico (VARNER et al., 1991). Para esta
avaliacdo, coloca-se uma pequena gota de sémen entre lamina e laminula, com posterior
observagdo no microscopio, que deve conter uma banca aquecedora mantida a 37° (HAFEZ,
1995). Este método permite determinar, de forma subjetiva, uma estimativa da porcentagem
de espermatozoides com movimento em um ejaculado (CBRA, 2013), bem como o vigor
destes movimentos (MIES FILHO, 1975).

O vigor espermatico € um parametro normalmente avaliado em conjunto com a
motilidade espermatica (CARDOSO et al., 2005), onde se estima a intensidade do movimento

espermatico, sendo classificado de 1 a 5, conforme Tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Classificagéo do vigor

Escore Definigéo
5 Progressivo retilineo e muito rapido
4 Progressivo retilineo rapido
3 Intermediario
2 Lento
1 Exclusivamente oscilatorio

Colégio Brasileiro de Reproducgdo Animal. Manual para exame androlégico e avaliagdo de sémen animal. 3.ed.
Belo Horizonte: CBRA, 2013.

Entende-se por motilidade progressiva a porcentagem de células que estdo se
movimentando ativamente para frente. Incluem-se, também, o0s espermatozoides com
movimentos circulares amplos, devido a alta incidéncia de implantacdes abaxiais do colo na
espécie equina (BIELANSKI & KACZMARSKI, 1979).

Devido a isto, as avaliagdes de motilidade e vigor, por meio visual, sdo consideradas
como um método subjetivo, mesmo quando feita por técnicos bem treinados (ROTA et al.,
2004). Porém, segundo Varner et al (1988), este método subjetivo de exame visual utilizando
um microscopio Optico e platina aquecida € aceitavel, tendo como desvantagem que as

estimativas da motilidade e vigor podem variar entre os examinadores (MALMGREN, 1997).
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Atualmente tem-se utilizado métodos de avaliacdo mais objetivos, onde se emprega
um microcomputador para a avaliacdo da cinética espermética, associado a uma video-cdmera
e com um hardware especial, o qual recebe o nome de CASA (Computer-assisted sperm
analysis), ou seja, Analise Espermatica Assistida por Computador (AMANN & WABERSKI,
2014). Além da andlise computadorizada (CASA), outros métodos foram descritos para se
estimar, de forma objetiva, a motilidade espermatica, como por exemplo, a
Espectrofotometria (JASKO et al., 1989).

Segundo o0 CBRA (2013), o sémen estara dentro dos padrBes desejaveis para efeito de
selecdo de garanhdes para monta natural quando apresentar uma motilidade espermética de >
60% e um vigor > 3, e padrbes desejaveis para sémen refrigerado quando apresentar

motilidade espermaética > 50% e um vigor > 3.

2.2.2.2. MORFOLOGIA ESPERMATICA

De acordo com Meyers (2009), a avaliacdo da morfologia espermética € uma parte
importante de qualquer exame androldgico.

A avaliacdo isolada da morfologia espermética pode ndo indicar se o potencial de
fertilidade do ejaculado € alto, mas pode indicar se o potencial de fertilidade é baixo,
principalmente quando houver altas porcentagens de anormalidades espermaticas de primeiro
e segundo grau (DOTT, 1975).

A forma do espermatozoide pode ser alterada durante varios estagios da sua vida, e as
causas destas deformidades podem agir num estagio especifico do desenvolvimento
espermatico, ou ocorrer durante o seu transporte, apos atingir a sua maturidade. As possiveis
causas destas alteracbes podem estar presentes na espermatogénese, na maturagdo do gameta,
ou durante e ap0s a ejaculacdo (DOTT, 1975).

Ao menos 100 células espermaticas devem ser avaliadas para se observar a evidéncia
de defeitos morfoldgicos, sendo que o tipo e a incidéncia de cada defeito deve ser anotada,
(VARNER, 2008).

As alteracBes morfoldgicas do espermatozoide equino podem ser divididas em
primarias, secundarias (BIELANSKI, 1975; VARNER, 2008) ou terciarias (VARNER, 2008).
As alteracOes primarias estdo associadas com defeitos na espermatogénese, portanto, séo de
origem testicular, e as alteracbes secundarias ocorrem durante o percurso pelos ductos,
epididimo e durante ejaculacdo (BIELANSKI, 1975). Ja as alteragdes tercidrias, ao contrario

dos dois tipos anteriores, se desenvolvem in vitro, como resultado de procedimentos
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inadequados durante a coleta ou manipulacdo do sémen (VARNER, 2008). De acordo com
Bielanski (1975), a presenca de mais de 10% de anormalidades primérias, no garanh&o, esta
relacionada a baixa fertilidade, enquanto garanhdes apresentando somente anormalidades
secundarias, mesmo superando 30% de alteragbes em um ejaculado, ndo apresentam
necessariamente baixa fertilidade.

Segundo Meyers (2009), certos defeitos espermaticos sdo mais importantes ou mais
prejudiciais a fertilidade do que outros, portanto, apenas o defeito mais prejudicial é anotado.

Alguns estudos tém descrito alguma relacdo entre as caracteristicas morfoldgicas do
espermatozoide com seu potencial de fertilidade (BIELANSKI & KACZMARSKI, 1979;
BIELANSKI et al, 1982; LOVE, 2011). A porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais apresenta uma correlacdo positiva com a motilidade espermatica
(VARNER, 2008).

2.2.2.3. TESTE DE INTEGRIDADE DE MEMBRANA PLASMATICA

Todos os testes laboratoriais de anélise de sémen buscam a predicdo da capacidade
fertilizante do sémen. Dentre esses exames, a técnica que utiliza sondas fluorescentes vem
ganhando importancia por sua caracteristica de marcar estruturas especificas das células e de
detectar integridade estrutural e funcional de forma clara (CELEGHINI, 2005), além de
possibilitar a avaliacdo de varios compartimentos celulares ao mesmo tempo (CELEGHINI et
al., 2007).

Segundo Foster et al. (2011), a integridade de membrana dos espermatozoides é
considerada uma importante medida de qualidade espermatica no garanhdo, e a qualidade do
espermatozoide esta intimamente relacionada com o estado da membrana plasmaética, pois tal
membrana ndo serve apenas como um limite da célula, mas atua também nas interacdes
célula-célula.

Devido a isto, varias sondas fluorescentes podem ser utilizadas, de forma isolada ou
combinadas, quando se pretende avaliar a integridade da membrana plasmatica do
espermatozoide, como, por exemplo, o Diacetato de Carboxifluoresceina e o lodeto de
Propidio (GARNER et al, 1986; HARRISON & VICKERS, 1990), corantes supravitais
Hoechst 33258 (H258) (CASEY et al., 1993) e 33342 (H342) (MAXWELL et al., 1996),
SYBR-14 (GARNER et al., 1994), eosina-nigrosina (CHALAH & BRILLARD, 1998) e o
Brometo de Etidio (PETERSON et al., 1974).
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Garner et al. (1986) descreveram o0 uso de duas coloragdes fluorescentes, em conjunto
ou separadamente, o Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e o lodeto de Propidio (PI),
para avaliar a integridade de membrana plasmatica de suinos, bovinos, caninos, equinos,
camundongos e humanos. Segundo Garner et al. (1986), a combinacdo do CFDA com o Pl
permite avaliar a integridade da membrana plasmatica devido as suas caracteristicas
moleculares. E proposto por estes autores que o CFDA, que é um fluoréforo penetrante a
membrana plasmatica, consegue transpor a membrana intacta por conter radicais acetil. Pela
acdo de esterases intracelulares, os radicais sdo imediatamente desacetilados e a sonda se
torna impermeavel, fazendo com que as células integras corem-se de verde. No entanto, o Pl,
um fluorocromo que se liga ao DNA celular, penetra somente através de células que
contenham membrana plasmatica lesada, tendo afinidade pelo DNA e corando o nucleo da
célula em vermelho (GRAHAM et al., 1990).

Como resultado deste método, os espermatozoides com membrana integra apresentam
fluorescéncia verde, ja os espermatozoides com lesdo na membrana apresentam o nucleo
vermelho fluorescente (HARRISON & VICKERS, 1990). Estes mesmos autores ainda
afirmam que a utilizacdo conjunta do CFDA com o PI é considerada mais segura para avaliar
a integridade de membrana do que a utilizagdo isolada destes corantes e propuseram
adaptacdes as técnicas de coloracdo com sondas fluorescentes, facilitando a visualiza¢do dos
espermatozoides em microscopio de epifluorescéncia e 0 aumento da aplicabilidade a partir
da adicdo de concentracGes baixas de formaldeido para a imobilizacdo dos espermatozoides
durante a avaliagéo.

A Unica desvantagem desta técnica de coloracdo é a necessidade de realiza-la o mais
rapido possivel apos a aplicacdo do corante, pois a coloracdo se perde devido a passagem dos
compostos fluorescentes através da membrana (JOHNSON et al., 1996).

Uma técnica de coloracdo acrossomal para o espermatozoide equino foi desenvolvida
por Casey et al. (1993), a qual pode diferenciar os espermatozoides vivos dos mortos.
Segundo estes autores, a aglutinina Pisum sativurum (PSA), um fluorocromo fluoresceinado,
foi usada para identificar a presenca ou auséncia de conteddo acrossomal, enquanto o corante
nuclear supravital Hoechst 33258 (H258) foi usado para estimar sua viabilidade, sendo que a
auséncia de H258 no ndcleo € tido como evidéncia de que a célula espermatica apresenta uma
membrana intacta.

O Hoechst 33342 é um corante sintético, a base de fluorocromo, utilizado
rotineiramente para mensurar DNA nos cromossomos X e Y, existentes nos espermatozoides

dos mamiferos (GARNER, 2009). A molécula permeia a membrana celular e liga-se

25



seletivamente aos pares de base A-T da dupla cadeia de DNA, corando células vivas
(GARNER, 2009). Maxwell et al., em 1996, relataram o uso do Hoechst 33342 no touro,
carneiro e varrao.

O SYBR-14 é um corante de acidos nucléicos permeavel a membrana, o qual cora o
DNA (fluorescéncia verde brilhante) apenas de células vivas, sendo proposto seu uso de
forma isolada ou também associada ao Pl (GARNER et al., 1994). Esse método associado
revela tanto espermatozoides vidveis quanto mortos, dentro de uma mesma preparagdo
(GARNER et al., 1994).

O procedimento utilizando uma associacéo Unica de eosina/nigrosina baseia-se no grau
de permeabilidade da membrana de espermatozoides mortos, nos quais a cabeca adquire a
coloracdo rosa (eosinofilica), enquanto que a baixa permeabilidade da membrana de
espermatozoides vivos exclui a eosina, mantendo, portanto, a coloracdo esbranquicada das
cabecas dos espermatozoides, enquanto a nigrosina assegura um contraste adequado das
preparacdes (CHALAH & BRILLARD, 1998).

O Brometo de Etidio, outra sonda fluorescente, também tem sido usado para revelar a
integridade de membrana em espermatozoides pelo fato do mesmo apenas penetrar em
membranas danificadas (PETERSON et al., 1974). Quando adicionado em uma suspensdo
espermatica, o brometo de etidio se liga quase que exclusivamente na cabeca do

espermatozoide e induz uma intensa fluorescéncia (EDELMAN & MILLETTE, 1971).

2.2.24. TESTE DE FUNCIONALIDADE DE MEMBRANA PLASMATICA - TESTE
HiposmOTICO (HOST)

As membranas bioldgicas sdo as responsaveis pela homeostase celular através de suas
trocas com o meio externo (DELL’AQUA et al., 2002).

Quando exposta a condicdes hiposmoticas, a dgua entrara no espermatozoide numa
tentativa de alcangar o equilibrio osmético, tendo como consequéncia um aumento do volume
da célula espermatica e a membrana plasmatica ira inchar (MALMGREN, 1997), o que indica
que a membrana plasmatica esta funcional.

A cauda é particularmente susceptivel a esta condicdo, torcendo-se de forma
helicoidal. Esta situacdo é facilmente observada com um microscopio de contraste de fase,

sendo suficiente contar 100 espermatozoides para validar o teste (JEYENDRAN et al., 1984).
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A primeira utilizacdo do teste hiposmético (HOST) foi realizada por Jeyendran et al.
(1984), com a intencdo de analisar a fun¢do bioquimica da membrana plasmaética intacta da
célula espermatica. O HOST e realizado com o intuito de observar a reacdo do
espermatozoide que, com sua membrana plasmatica integra, quando colocado em uma
solucdo hiposmotica, ocorre o influxo de &gua através da membrana, até que seja
restabelecido o equilibrio osmético entre os fluidos extra e intracelular (JEYENDRAN et al.,
1984). Com esta passagem de &gua para o interior da célula espermatica ocorre um aumento
do volume celular, ocasionando assim o dobramento da cauda (JEYENDRAN et al., 1984).

Melo & Henry (1999) observaram que solugdes com osmolaridade acima de 250
mOsmol/kg H,O promoveram menores percentuais de reacdo hiposmotica nos
espermatozoides devido ao fato deste valor ser muito préximo ao valor da osmolaridade do
plasma seminal. Nie & Wenzel (2001) verificaram 0 mesmo no sémen equino.

Jeyendran et al. (1984) realizaram o teste com sémen humano, onde solu¢es com
osmolaridades variando entre 50 a 300 mOsmol foram testadas, e obtiveram melhores indices
de reacOes espermaéticas quando da utilizagdo de solugdes com 150 mOsmol ou menos.

Em contrapartida, Pommer et al. (2002) avaliaram a resiténcia da célula espermatica
equina em diversas pressdes osmaticas e observaram que osmolaridades inferiores a 150 e
superiores a 900 mOsm/L podem ser prejudiciais a motilidade e a integridade da membrana
plasmatica.

Em relacdo a analise e contagem de células espermaticas, a quantidade varia de acordo
com diferentes estudos. Jeyendran et al. (1984), ao contar 100 ou 200 células espermaticas
humanas, ndo observou diferenca significativa entre os valores contados. Nie & Wenzel
(2001) também n&o observaram diferenca entre as contagens de 100 e 200 e entre 100 e 500
espermatozoides (porcentagens de 87,0x14 x 87,114 e 84,3x1,0 x 83,8+0,9,
respectivemente).

Sabendo-se que a membrana plasmatica esta envolvida em trocas metabolicas com o
meio, 0 estudo da sua funcionalidade é de grande importancia, somado aos parametros
tradicionais de avaliacdo da qualidade do sémen, para determinar o potencial de fertilidade
(JEYENDRAN et al., 1984).
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2.3. DILUENTES DE REFRIGERAGAO

O sémen é composto por células espermaticas e plasma seminal, o qual contém
substancias benéficas ao espermatozoide, mas ndo € um meio ideal para o armazenamento de
espermatozoides equinos (JASKO et al., 1991; MOORE et al., 2005). Para se obter uma boa
capacidade fertilizante do espermatozoide armazenado refrigerado, Varner et al. (1987)
recomendam a adi¢do de um diluente ao sémen fresco.

A composic¢édo de um diluente pode aumentar a eficiéncia do sémen equino refrigerado
(FLORES-RODRIGUEZ et al., 2014). Os componentes de um diluente desempenham uma
funcdo fundamental na sobrevivéncia espermatica em baixas temperaturas durante 0 processo
de resfriamento, seja atraves da manutengdo do meio ou através do efeito causado direta ou
indiretamente sobre as membranas espermaticas (CRESPILHO et al., 2013).

O sémen diluido tem como vantagens: a) o tratamento antibidtico presente em alguns
diluentes, diminuindo assim a contaminacdo bacteriana; b) diluicdo de fatores toxicos
presentes no plasma seminal; ¢) melhora da fertilidade do sémen devido ao aporte de
nutrientes contidos no diluente; d) maior flexibilidade de inseminacdo, 0 sémen pode ser
transportado em curtas distancias, sem prejuizo da fertilidade; e) a possibilidade do
fracionamento para utilizacdo em um maior nimero de éguas, pelo aumento do volume total
(SQUIRES et al., 1999).

Os diluentes de sémen sdo solucbes destinadas a proteger os espermatozoides de
condi¢bes ambientais desfavordveis e a prolongar a sua sobrevivéncia (BRINSKO &
VARNER, 1992). Estes também sdo utilizados para aumentar a viabilidade do sémen de
garanhdes subférteis (BLANCHARD et al., 1987), e auxiliar na avaliacdo de amostras de
sémen (KENNEY et al., 1983).

Segundo Silva Filho (1994), um diluente ideal deve proporcionar: pressdo osmética
compativel com o espermatozoide; apropriado equilibrio mineral e adequada combinagéo de
nutrientes; sistema com capacidade de neutralizar catabdlitos espermaticos; substancias com
capacidade  protetora para as variacbes de temperatura, principalmente para o frio;
capacidade de estabilizacdo de membranas e sistemas enzimaticos; ser livre de
microrganismos patogénicos; ter baixo custo; ndo oferecer toxicidade ao espermatozoide;
baixa irritabilidade ao aparelho genital e ser de facil aquisicao.

Os diluentes utilizados para sémen equino sdo constituidos por agua, tampdes e

substancias ndo idnicas, aclcares e diferentes tipos de macromoléculas e antibioticos (SILVA
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FILHO, 1994). A maioria dos diluentes usados para sémen de equino € a base de gema de
ovo, leite ou seus produtos derivados (SQUIRES et al., 1999).

Os diluentes mais utilizados para sémen equino em todo o mundo, assim como no
Brasil, sdo derivados do diluente de Kenney et al. (1975). Pode haver diluentes derivados
deste meio com adicdo de diferentes tipos de constituintes como: antibidticos, outros
acucares, gema de ovo, aminodcidos, e outras substancias com propriedades favoraveis ao
sémen (SAMPER, 2007).

A osmolaridade do sémen equino é de aproximadamente 300 mOsm/L (PICKETT et
al., 1976). A osmolaridade dos diluentes a base de leite deve estar em torno de 300 a 400
mOsm/L, sendo que a de 350 mOsm/L é considerada étima (VARNER et al., 1991).

O leite € um dos ingredientes mais utilizados em diluentes de sémen equino. As
lipoproteinas do leite provavelmente agem de forma similar &s da gema de ovo na protecdo da
membrana plasmatica (AMANN & GRAHAM, 1993). Estas proteinas agem estabilizando as
membranas dos espermatozoides, permitindo sua adaptacdo as baixas temperaturas
(WATSON, 1981).

Ao testar a eficiéncia do leite desnatado como diluente de sémen, Lagares et al. (2000)
compararam a fertilidade do sémen diluido em leite desnatado com o diluente Kenney,
refrigerado a +5°C e armazenado por 24 horas, ou utilizado até uma hora apds a coleta. Os
indices de prenhez obtidos com o diluente leite desnatado (Oh) foram 79,16%; com o leite
desnatado armazenado por 24 horas a +5°C foram 62,5% e com diluente Kenney armazenado
por 24 horas a +5°C foram 57%, demonstrando que ndo houve diferenca significativa entre os
dois diluentes (p>0,05).

Em outro estudo, Farras et al. (2008) avaliaram a utilizacdo de dois diluentes
comerciais a base de leite desnatado (Botu-Sémen® e Botu-turbo®), e um diluente a base de
fracdes do leite (INRA96®) refrigerados em dois sistemas de resfriamento nacionais
(Botutainer® e Botu-Box®). De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a
motilidade total, motilidade progressiva e a integridade de membrana plasmaética, durante 0s
periodos de 6, 12 e 24 horas, em ambos os sistemas de refrigeracdo e nos trés diluentes de
refrigeracdo testados, ndo diferiram significativamente.

Segundo Batellier & Magistrini (2009), o INRA96® foi inicialmente desenvolvido
para a refrigeracdo de soro do garanhdo e seu armazenamento entre 4 e 15°C. Este diluente, o
qual contem uma fracdo purificada de caseinas do leite, mostrou-se eficaz no congelamento
das células espermaticas a -196°C, devendo, neste caso, ser complementada com agentes

crioprotetores, como por exemplo, a gema de ovo e o glicerol, preservando assim, de forma
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eficiente, a taxa de fertilidade apds a inseminacdo artificial com sémen congelado
(BATELLIER & MAGISTRINI, 2009).

Em estudo realizado por Pillet et al. (2008), comparou-se 0 INRA96® com o INRAS82,
o qual tinha por objetivo verificar e eficiéncia do INRA96® complementado com gema de ovo
e glicerol para o congelamento de sémen equino. Apds analises in vitro da motilidade e
integridade da membrana plasmatica pds-descongelamento das células espermaticas, 0s
autores concluiram que o INRA96® complementado com gema de ovo e glicerol mostrou-se
como um eficiente diluente para o congelamento de sémen equino quando comparado com o
diluente controle (INRA82).

Outros diluentes comerciais também sdo utilizados para a refrigeracdo de sémen
equino, como por exemplo o EZ Mixin®, que contém glicose e leite em p6 seco sem gordura;

0 EquiPro® e o EquiPro® CellGuard™ que contem caseinatos, proteinas do soro do leite e os
acucares glicose e sacarose (LeFRAPPER et al., 2010).

2.4. REFRIGERACAO E TEMPERATURA DE ARMAZENAMENTO DO SEMEN

A tecnologia do sémen refrigerado é estudada com o intuito de se preservar o potencial
fertilizante do sémen equino por vérias horas, pois a medida que o tempo de armazenamento
aumenta, a fertilidade do sémen diminui (BATELLIER et al., 2001).

A utilizacdo do sémen refrigerado possui vantagens, como a reducdo com 0s gastos
inerentes ao transporte e a hospedagem de animais, a diminuicdo do estresse promovido pelo
transporte dos animais e os riscos com acidentes e doencas resultantes da exposicdo a
patdgenos de um novo ambiente (BRINSKO & VARNER, 1992b).

O sucesso do uso do sémen refrigerado depende de muitos fatores, que se confundem,
como: temperatura de armazenamento, composicdo do meio diluente, dose inseminante,
numero de inseminacdes, qualidade do sémen a fresco e manuseio do sémen (MALMGREN,
1998).

A taxa de resfriamento tem fundamental importdncia na preservagdo espermaética,
sendo que taxas de resfriamento menores minimizam o choque térmico (AMANN &
GRAHAM, 1993). Quanto mais baixa a temperatura de armazenamento, mais lenta deve ser a
taxa de resfriamento, pois esta determina a sobrevida espermatica (PICKETT, 1993).

A refrigeracdo do sémen pode ser feita em sistemas passivos ou ativos. Os sistemas
passivos possuem a vantagem de apresentar custo reduzido, embora apresentem a

desvantagem de proporcionarem taxas de refrigeracdo dependentes de fatores como
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temperatura, ambiente, temperatura inicial da amostra, temperatura do produto refrigerante e a
massa da amostra, produzindo taxas de resfriamento exponenciais e negativas (VALLE et al.,
1999).

Ja os sistemas ativos sdo caros, porém permitem taxas de resfriamento pré-
determinadas pelo técnico, possibilitando combinar mais de uma taxa durante o0 processo
(VALLE et al., 1999). Proporcionam, ainda, taxas de resfriamento lineares (KAYSER et al.,
1992).

Segundo Silva Filho (1994), o sistema passivo de refrigeracdo do sémen € o mais
utilizado para equinos, sendo feito em dispositivos (containeres) de refrigeracéo.

O sémen diluido em sistemas de refrigeracdo passivo € mantido em caixas isotermicas,
proximo a uma fonte de frio (gelo bioldgico reciclavel), que de acordo com o sistema deixara
0 sémen refrigerado a 15 — 20°C, ou refrigerado a 4 — 6°C (KATILA, 1997).

As taxas ideais de refrigeracdo do sémen equino foram demonstradas por Varner et al.
(1988), onde observaram que estas taxas podem afetar a capacidade de manutencdo da
motilidade. Cinco condigdes de temperatura para o sémen foram avaliadas: 1) mantida a
37°C, 2) resfriamento lento para 25°C, 3) resfriamento lento para 4°C, 4) resfriamento
moderado para 4°C, e 5) resfriamento rapido para 4°C, avaliadas em: 6, 12, 24, 48, 72, 96
e 120 horas. Apos analise dos dados, estes autores observaram que ndo houve diferenca
estatistica dentro da condicdo de resfriamento lento para 4°C, (taxa de -0,3°C/min.), nos sete
intervalos de tempo observados para os padrbes de motilidade total e a motilidade
progressiva. A faixa de temperatura na qual o espermatozoide equino € mais sensivel foi
demonstrada por Kayser et al. (1992), estabelecendo que nos niveis de resfriamento de 37°C a
20°C, a uma taxa de resfriamento de -0,3°C/min, o sémen pode ser refrigerado a altas taxas
sem efeitos adversos para a motilidade, contudo, a faixa de 20° a 5°C, com uma taxa de
resfriamento de -0,05°C/min, demonstrou-se como faixa de maior sensibilidade da célula
espermatica equina aos danos induzidos pelo resfriamento. Em adi¢cdo ao experimento
anterior, Moran et al. (1992) acrescentam o0 intervalo de temperatura de 19°C a 8°C, a uma
taxa de resfriamento de -0,05°C/min, como sendo realmente a faixa de maior sensibilidade da
celula espermética equina.

Em seu estudo, Province et al. (1985) testaram o efeito das temperaturas de
armazenamento de +5°C, +10°C, +15°C e +20°C sobre a motilidade espermatica, nas 36
horas ap6s a diluicdo do sémen em diferentes tipos de diluentes. As temperaturas de +15°C e
+20°C foram significativamente melhores do que as demais testadas para se preservar a
motilidade espermatica. Todavia, estes resultados contradizem os relatados por Keller (1998),
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que demonstrou ser a temperatura de +5°C a melhor na preservacdo da motilidade
espermatica por 72 horas de armazenamento com o sémen diluido em Leite Desnatado,
Tyrode e Glicina. Ainda, neste mesmo trabalho, a temperatura de armazenamento de +20°C
provocou uma diminuicdo da motilidade com os diluentes testados ja nas primeiras 24 horas
de armazenamento, tornando os espermatozoides imoveis nas 48 horas de armazenamento.
Segundo Batellier et al. (2001), o armazenamento do sémen a 15°C pode prevenir 0s
danos a membrana plasmaética causados pelo choque térmico pelo frio, principalmente para o

sémen de garanhdes que ndo respondem bem a refrigeracéo.

2.5. SISTEMAS DE REFRIGERACAO

As caracteristicas de um bom container de transporte de sémen equino devem seguir
algumas condi¢des como: completo isolamento ambiente; baixo custo; ser indcuo para 0s
espermatozoides; manutencdo da temperatura para o periodo proposto; realizacdo de curva de
resfriamento lento; ser aceito pelos sistemas de transporte aéreo e terrestre; seguro contra
violagdes; entre outras situacOes adversas (SILVA FILHO, 1994; PALHARES, 1997).

Existem diversos modelos de recipientes refrigerados para o transporte de sémen
equino, nacionais e internacionais, com diferentes taxas de refrigeracdo, temperatura final e
tempo maximo de armazenamento.

Dentre os modelos internacionais, podemos citar: Equitainer I® e II® (Hamilton-
Thorne Research, Beverly, MA, USA); Expecta Foal® (Expecta, Parker, CO, USA); Bio
Flite®; Lane STS®; Equine Express® (MP&J Associates, DeMoines, IA, USA); Foal
Flight®; Celle®(VALLE et al., 1999); Sarstedt®; Salsbro Box® (RAPHAEL, 2007).

O Equitainer® ¢ o sistema de refrigeracdo mais conhecido. Sua taxa de refrigeracdo
inicial é de aproximadamente -0,3°C/min., mantendo uma temperatura final de
aproximadamente 4° - 6°C, por periodo superior a 36 horas. Apesar de ser muito resistente e
poder ser reutilizado, seu alto custo de aquisicdo e a necessidade de retorno ao haras de
origem, podem dificultar sua utilizacdo (BRINSKO et al., 2000).

Entre os modelos nacionais, podemos citar: Botu-Box®, Botutainer® e BotuFLEX®,
fabricados pela Botupharma Biotecnologia Animal; Max Sémen Express®, que é revendido
pela E.H.G. Agrofarma. O Botu-Box® e Max Sémen Express® tém temperatura final de
aproximadamente 15°C e tempo maximo de armazenamento de 24h, enquanto o Botutainer®
tem temperatura final de aproximadamente 5°C e tempo maximo de armazenamento de 48h.
(RAPHAEL, 2007), e 0 BotuFLEX® tem temperatura final tanto de 15°C como 5°C.
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Katila et al. (1997) compararam trés containers comumente utilizados para o
transporte de sémen refrigerado (Equitainer®, ExpectaFoal® e um container sueco para
transporte de sémen, previamente chamado de “Salsbro Box”, e posteriormente chamado de
Equine Express®). Neste estudo, o sémen foi armazenado por 24 horas nos respectivos
containers, e a motilidade espermatica avaliada apds este periodo de armazenamento. Os
autores observaram que ndo houve diferengca em nenhum dos containers estudados, tanto na
porcentagem de motilidade total (71,6+5,0%; 71,9+4,0% e 75,1+5,1%) nem na motilidade
progressiva (61,2+6,0%; 63,3+4,8% e 65,2+5,4%), respectivamente para 0 Equitainer®,
ExpectaFoal® e Equine Express®.

Em outro estudo, Malmgrem (1998) comparou dois diferentes containers para
transporte de sémen equino: o Equitainer® e o Salsbro Box®. Foi comparada a eficiéncia de
ambos 0s containers em manter a qualidade do sémen durante 24 horas de armazenamento,
sob duas temperaturas diferentes: 20°C (temperatura ambiente) e 37°C (cdmara de calor).
Observou-se entdo que, apés o armazenamento a 20°C, ndo houve diferenca na motilidade
total (55,3+26,6% e 57,7£23,3%) respectivamente para o Salsbro Box® e o Equitainer®,
corroborando com o que Katila et al. (1997) observaram em seu estudo realizado com estes
mesmos containers. Porém, apds o armazenamento a 37°C, pelas mesmas 24 horas,
Malmgrem (1998) observou que apenas a motilidade progressiva ndo apresentou uma
diferenca quando se comparou o Salsbro Box® e o Equitainer® (63,7+15,4% e 63,6+£17,0%,
respectivamente).

Em estudo onde se avaliou a viabilidade espermatica utilizando quatro sistemas de
armazenamento e transporte de sémen equino refrigerado (Botu-Box®, Botutainer®,
Equitainer® e MaxSemenExpress®), mantidos em temperatura ambiente de 24 e 40°C por
um periodo de 24 horas — com amostras avaliadas nos tempos de 6, 12 e 24 horas — Avanzi et
al. (2006) observaram que n&o houve diferenca (P>0,001) nos parametros avaliados
(motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana) nos diferentes tempos
de avaliacdo e entre os diferentes sistemas de armazenamento, na temperatura de 24°C.
Entretanto, na temperatura de 40°C, 0os mesmos observaram que, ap0s as 24 horas, 0
MaxSemenExpress® e 0 Botu-Box® apresentaram valores de motilidade total e integridade
de membrana plasmética inferiores em comparacdo com o Equitainer® e o Botutainer®,
concluindo que estes ultimos dois sistemas apresentam eficiéncia similar no que diz respeito a
manutencdo adequada da viabilidade espermatica durante armazenamento por 24 horas em

temperatura ambiente de 24 e 40°C.
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*Artigo formatado conforme normas para a publicacéo

ABSTRACT

Equine semen storage and shipment, being it colled or frozen, allows the veterinarian
to direct matings, providing the use of genetically superior stallions, which are mostly
located in breeding stations or training centers. Achieving good pregnancy rates
depends, beyond the moment of artificial insemination (Al), on factors related to the
semen cooling, such as: system used for transport, cooling rate, final storage
temperature, storage time and individual variation among stallions, such as age and
resistance to cooling. Based on these aspects, this experiment was conducted in order
to test a polyethylene system to ship equine semen. A total of 87 ejaculates from five
stallions with known fertility were used. The stallions aged between 6-14 years old,
being three Thoroughbred and two Miniature Pony horse. The ejaculates were
collected twice a week using a Hannover artificial vagina. After each collection, the
semen sample was macroscopically evaluated for appearance, color and smell. A
semen sample was used to evaluate the parameters of total motility, vigor and
concentration, being these last three parameters assessed by counting 100 sperm cells
for analysis. These analysis were performed using an optical microscope, being the
concentration taken with a Neubauer chamber after dilution of 1:20 (semen: citrate
formol). Subsequently to this, the semen was diluted 1+1 (diluent+semen) with skim
UHT milk, Elegé®- Brasil, and divided into four aliquots of equal volume, yielding a
total of four groups. In the control group (CG) the semen was analyzed immediately
after dilution (zero hour - Oh). Samples from other groups were stored for eight hours

(8h) in three different devices: Equitainer® (EG), BotuFLEX® (BG) or Polyethylene
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System — Cooled (PS) and non-Cooled (NPS). During storage of the samples the
cooling curve of the system under study was evaluated, using a digital thermometer.
To estimate the sperm viability, the parameters of total sperm motility and vigor were
evaluated, the integrity of plasma membrane (PM) were evaluated using CFDA / PI,
and the PM functionality using the hiposmotic test (HOST), being also examined the
percentage of spermatozoa considered morphologically normal (sperm morphology).
The PS showed a PM integrity and sperm morphology as the only parameters that did
not occur a statistical difference when compared to Equitainer® and the BotuFLEX®
(averages of the CFDA/PI = 71.12%, 73.29%, 71.32 and averages of morphology =
80.50%, 82.29% and 81.28%, respective values of each parameter to PS, EG and BG),
while NPS showed mean values lower than the GC and EG for all parameters
(averages of total motility = 50.65% and 62, 60%; averages of vigor = 1.78 and 2.43;
averages of CFDA/PI = 72.56% and 78.30%; averages of HOST = 43.56% and
48.87%; averages of morphology = 77.17% and 84.82%, respectively for NPS and
EG). Compared to BotuFLEX®, the NPS had no significant difference only for the
parameter of PM functionality (HOST). The average temperature of PS was 18.0 °C,
and the NPS was 18.2 °C. Based on the results we can conclude that the PS was equal
or similar to the other used systems, but the NPS showed no difference when
compared to PS. However NPS was worse than the other systems from this
experiment. These results show that the PS might be an alternative to ship equine

semen for eight hours, compared to the other cooled systems studied in this work.

Keywords: equine / cooled semen / passive cooling device
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INTRODUCAO

A inseminacdo artificial € a base para outras biotecnologias da reproducdo em equinos
[4]. Na espécie equina a refrigeracdo e o transporte de sémen é a biotecnologia mais utilizada,
[11], sendo que o transporte de sémen refrigerado € rotineiramente utilizado na reproducéo
equina desde o final da década de 80 [9].

Apesar da melhora em termos de desempenho reprodutivo, através da aplicacdo de
novas tecnologias e técnicas de manejo, alguns obstaculos ainda persistem na producédo
equina.

Atualmente existem diferentes metodologias e tipos de sistemas para o transporte de
sémen equino, porém alguns veterinarios, ao transportar o sémen por um trajeto curto, ainda
insistem em colocar 0 mesmo em caixas de isopor, mantendo-o em contato direto com a fonte
de resfriamento.

Analisando o atual mercado de sistemas refrigerados para o transporte de sémen, este
estudo teve como objetivo geral testar um sistema de Polietileno para o transporte de sémen
equino refrigerado por um periodo de até oito horas, tendo como objetivo especifico o de
comparar 0s valores encontrados neste sistema com outros dois sistemas ja utilizados

comercialmente.
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MATERIAL E METODOS

LocAL E PERIODO

O experimento foi realizado no Laboratorio de Reproducdo Animal (REPROLAB) da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

em Porto Alegre, durante o periodo de Abril de 2012 a Novembro de 2013.

ANIMAIS

Foram utilizados cinco garanhdes saudaveis, com fertilidade comprovada, com idades
entre 6 e 14 anos de idade, sendo trés da raca Puro Sangue Inglés e dois da raca Ponei
Miniatura Brasileiro. Todos os animais se encontravam em atividade sexual, com produgéo
espermatica estabilizada. O regime adotado foi de duas coletas semanais, realizadas em um
intervalo de 48 horas uma da outra, resultando em um total de 87 ejaculados utilizados, sendo
64 deles para a avaliagéo do Sistema de Polietileno Refrigerado (SP) e 23 para o Sistema de
Polietileno Nao-Refrigerado (SPN).

Todos os animais se encontravam no mesmo local, e sujeitos as mesmas condigdes
sanitarias e de manejo, mantidos em piquetes individuais, com pastagem nativa composta
predominantemente por espécies de ciclo estival (gramineas e leguminosas perenes),
suplementados com alfafa e aveia branca em grdos duas vezes ao dia, com sal mineral e dgua

ad libitum.

COLETA E AVALIACAO DO SEMEN

As coletas de sémen foram realizadas com vagina artificial (VA) modelo Hannover,
utilizando uma égua como manequim. A temperatura interna da VA esteve sempre entre +42
a +45°C. A fracdo gel foi removida com o auxilio de um filtro de nylon e o volume do

ejaculado mensurado em proveta graduada.
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Em seguida, a amostra de sémen foi avaliada macroscopicamente quanto ao aspecto,
coloracdo e odor, com o objetivo de se eliminar qualquer amostra que apresentasse alguma
anormalidade — urospermia — sendo esta, quando presente, excluida do experimento. Uma
amostra foi coletada e utilizada para avaliacdo dos parametros de motilidade, vigor e outra
para concentracdo. Estas analises foram realizadas em microscépio Optico, sendo a
concentracdo espermatica realizada com o auxilio de uma camara de Neubauer apds diluicao
na propor¢do de 1:20 (sémen : formol citrato). Posteriormente, o sémen foi diluido na
proporcdo de 1+1 (sémen + diluente) com leite desnatado (Elegé®'). Foram analisadas as
seguintes caracteristicas (Oh): motilidade total e vigor espermatico através da microscopia
oOptica, integridade de membrana plasmatica (CFDA/PI), funcionalidade de membrana
plasmatica (HOST) e morfologia espermaética (% de espermatozoides normais), através da
coloracdo de Cerovsky, sendo estes ultimos trés pardmetros avaliados através da contagem de
100 células espermaticas por anélise.

Em seguida, a amostra foi dividida em trés aliquotas de 15 mL para armazenamento,
as quais foram mantidas em trés diferentes sistemas de armazenamento e transporte de sémen
por um perfodo de oito horas: Equitainer 11®% BotuFLEX®® ou Sistema de Polietileno —
Refrigerado (SP) e o N&o Refrigerado (SPN). O BotuFLEX® foi sempre mantido a 5°C,
utilizando um tubo Falcon com agua em seu interior com 0 objetivo de perfazer o volume
total de armazenamento, 0 mesmo sendo realizado também no Equitainer 1I®. Quanto a
utilizacdo dos diferentes Sistemas de Polietileno — SP e 0 SPN — 0 mesmo ocorreu de forma
individualizada e distinta: algumas amostras foram armazenadas no SP, enquanto outras, de
dias diferentes, armazenadas no SPN. No entanto, as duas formas de armazenamento foram
realizadas dentro do mesmo periodo do ano, e de forma aleatéria.

Transcorrido o periodo das oito horas de armazenamento, as amostras foram retiradas

dos respectivos sistemas de refrigeracdo e colocadas em banho-maria & temperatura de 37°C,
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e novamente avaliadas quanto aos pardmetros de motilidade total, vigor espermatico,

integridade e funcionalidade de membrana plasmatica e morfologia espermatica.

CURVA DE RESFRIAMENTO SISTEMA DE POLIETILENO

A avaliacdo da curva de resfriamento foi realizada concomitantemente ao periodo de
oito horas de armazenamento das aliquotas com termémetro digital. Os sistemas estudados
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada, sempre a 25°C, durante todo o
periodo de armazenamento. O bulbo do termémetro foi mantido no interior do Sistema de
Polietileno, evitando o contato do mesmo com a fonte de resfriamento, quando da presenca
desta. Um observador manteve-se na frente do visor por todo o periodo de avaliacdo,
anotando cada oscilacdo de temperatura. Um total de quatro amostras foi utilizado para obter
os dados de temperatura para cada um dos Sistemas de Polietileno estudados — Refrigerado e
Né&o-Refrigerado, sendo a mensuracao dos valores de temperatura feita de forma isolada, ou

seja, um sistema de cada vez.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através da estatistica descritiva ANOVA e a
comparacdo de médias foi verificada utilizando Least Significant Difference (LSD) - diferenca

minima significativa (DMS), com significancia de 5%.
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RESULTADOS

Os valores médios de concentracao e volume (livre de gel) dos ejaculados obtidos dos
cinco garanh@es utilizados neste experimento foram, respectivamente, de 139,60+85,91
(x10%/mL) e 34,76+16,60 (mL), conforme tabela apresentada em anexo (Anexo 1).

Quanto as médias dos demais parametros analisados neste estudo, obtidas no tempo de
0 (zero) hora, dos cinco garanhdes utilizados, todas diferiram estatisticamente entre o0s
garanh@es, com excecdo da morfologia espermatica, como pode se observar no Anexo 2.

Nas tabelas 1 e 2, estdo descritos os valores de motilidade total, vigor, CFDA/PI,

HOST e morfologia espermatica respectivamente para o SP e 0 SPN.

TABELA 1: Médias e valores de P para motilidade total (%), vigor espermatico, CFDA/PI

(%), HOST (%) e morfologia espermatica (% de espermatozoides normais) observados no SP.

SP Equitainer BotuFLEX
Motilidade Total 45,00+2,47° 49,29+2,60° 46,40+2,60°
Vigor 2,04+0,97° 2,18+0,10° 2,01+0,10°
CFDA/PI 71,12+1,12° 73,29+1,49°% 71,32+1,49°
HOST 39,70+1,27° 41,21+1,35° 39,76+1,35°
Morfologia 80,50+1,27° 82,29+1,25° 81,28+1,25°

Letras diferentes na mesma linha indicam valores estatisticamente diferentes (P<0,005).
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TABELA 2: Médias e valores de P para motilidade total (%), vigor espermatico, CFDA/PI

(%), HOST (%) e morfologia espermatica (% de espermatozoides normais) observados no

SPN.
SPN Equitainer BotuFLEX
Motilidade Total 50,65+4,11" 62,60£257° 61,5242 57"
Vigor 1,78+0,16" 2,43+0,11° 2,34+0,11°
CFDA/PI 72,56+1,77° 78,30+1,17% 77,73+1,17°
HOST 43,56+2,11° 48,87+1,70° 47,30+1,70%
Morfologia 77,17+2,11° 84,82+0,87° 83,69+0,87°

Letras diferentes na mesma linha indicam valores estatisticamente diferentes (P<0,005).

Conforme observado na tabela 1, para todos os parametros avaliados, ndo se observou
diferenca entre o SP e os demais sistemas estudados.

Quanto & tabela 2, 0 SPN apresentou valores médios inferiores ao Equitainer® para
todos os parametros avaliados, exceto a morfologia espermética. Em comparacdo ao
BotuFLEX® o SPN apresentou valores médios inferiores para os parametros de motilidade
total, vigor espermaético, integridade de membrana plasmatica (CFDA/PI) e morfologia
espermatica, ndo apresentando diferenca estatistica apenas para o parametro de funcionalidade
de membrana plasmética (HOST).

Ja as curvas de resfriamento foram obtidas concomitantemente ao periodo de
armazenamento das aliquotas, sempre com 0s respectivos sistemas avaliados sob as mesmas
temperaturas externas, de 25°C, sendo as curvas do SP e do SPN expostas na figura 1. A

temperatura média do SP foi de 18,09°C, e para o SPN foi de 18,22°C.
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Figura 1. Curva de refrigeracdo dos Sistemas de Polietileno Refrigerado (SP) e Néo-

Refrigerado (SPN).

DISCUSSAO

A refrigeracdo do sémen é uma biotécnica utilizada para aumentar a longevidade de
espermatozoides fora do trato reprodutivo, 0 que otimiza 0 Seu uso e, por consequéncia,
aumenta 0 numero de produtos obtidos de animais de genética superior [5]. O ciclo da
refrigeracdo inclui a redugéo da temperatura, 0 armazenamento e posterior reaquecimento do
sémen para posteriormente ser utilizado [21], tendo como resultado esperado que a célula
espermatica mantenha a sua integridade estrutural e funcdo semelhante a célula espermatica
do sémen fresco [2].

Muitos fatores interferem na taxa de fertilidade do sémen refrigerado, como por
exemplo, as diferencas individuais inerentes ao garanhdo, o processamento do sémen, 0

diluente utilizado e a metodologia de refrigeracdo [3]. A capacidade de prever a fertilidade é
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melhorada sempre que Varios testes sejam utilizados em combinacdo, além de analises de
multiplas amostras [20].

Sendo assim, este trabalho utilizou como parametros buscando predizer a viabilidade
do sémen armazenado a Motilidade Total, o Vigor Espermatico, a Integridade e
Funcionalidade da Membrana Plasmatica, aléem da Morfologia Espermatica. A fertilidade no
garanhdo tem sido associada com a morfologia e a motilidade espermatica [12], apesar de que
testes de fertilizacdo in vitro ndo foram correlacionados com a motilidade [19].

No presente estudo, a motilidade total e o vigor espermatico foram realizados
concomitantemente, através da microscopia optica. Este método permite determinar, de forma
subjetiva, uma estimativa da porcentagem de espermatozoides com movimento em um
ejaculado [6], bem como o vigor destes movimentos [14]. Segundo Pickett [17], a motilidade
espermatica € um dos principais métodos de avaliacdo de espermatozoides, sendo ela um
indicador da qualidade da célula espermatica e um componente de rotina no exame
androldgico do garanhdo [7].

A motilidade total e o vigor apresentados pelo SP ndo apresentaram diferenca quando
comparado ao Equitainer® e ao BotuFLEX®. Ao se avaliar a motilidade total e o vigor
espermatico apresentado pelo SPN, o0 mesmo apresentou valores médios inferiores aos demais
tratamentos utilizados.

Ainda, esta diminuicdo da motilidade ocorrida no SPN em comparagdo aos
tratamentos estudados neste trabalho (Equitainer® e o BotuFLEX®) pode ser explicada
também em termos de mudancas no transporte ativo e permeabilidade da membrana
plasméatica [21]. Segundo MORAN et al.[15], quando este armazenamento ocorre por
periodos mais longos, a motilidade total diminui.

Apesar desta igualdade apresentada para o parametro de motilidade total entre o SP, o

Equitainer® e o BotuFLEX®, seus valores médios foram inferiores a motilidade total
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reportada pelo CBRA [6] para sémen refrigerado (>50%). O contrério se observou com 0s
valores médios da motilidade total observada no SPN, no Equitainer® e no BotuFLEX®.
Apesar de a motilidade total do SPN (50,65%) apresentar diferenca em relacdo a motilidade
total do Equitainer® e BotuFLEX® (62,60% e 61,52%, respectivamente), estes valores se
apresentaram superiores ao reportado pelo CBRA [6].

Segundo AURICH [2], o processamento do sémen danifica a membrana plasmatica do
espermatozoide e provoca uma perda da motilidade, o que se evidenciou na motilidade total
do presente estudo, tendo como reflexo a diminui¢cdo da motilidade total dos tratamentos em
comparacdo ao sémen avaliado na 0 hora.

No presente estudo, a integridade de membrana foi avaliada através da utilizacdo de
duas coloracdes fluorescentes: CFDA e PIl. Segundo Harrison & Vickers [8], a utilizacéo
conjunta do CFDA com o PI é a forma mais segura para se avaliar a integridade de membrana
do que a utilizacdo isolada destes corantes.

Amann & Pickett [1] e Moran et al. [15] relataram a ocorréncia de danos na membrana
espermatica devido ao processo de refrigeracdo, o que nao foi evidenciado no presente estudo,
quando da utilizacdo do SP, o qual ndo apresentou diferenca para o parametro de integridade
de membrana plasmatica quando comparado com os demais tratamentos.

Quanto a funcionalidade de membrana plasmatica, comparando os valores encontrados
pelo SP e SPN com os demais sistemas refrigerados estudados, o SP nédo diferiu do
Equitainer® nem do BotuFLEX®, sendo que o SPN n#o diferiu do BotuFLEX®, porém diferiu
do Equitainer®.

Para se avaliar a funcionalidade de membrana, o Teste Hiposmético (HOST) foi o de
eleicdo para nossas avaliages. O HOST foi inicialmente utilizado para avaliar a funcdo da
membrana plasmatica e a capacidade de fertilizacdo do espermatozoide humano, no entanto,

solugdes hiposmaticas também tém sido utilizadas para avaliar o espermatozoide equino [16].
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A porcentagem de espermatozoides normais do SP ndo diferiu do Equitainer® nem do
BotuFLEX®, ja no SPN foi inferior aos demais tratamentos. Apesar das diferencas estatisticas
encontradas entre 0 SPN e os demais tratamentos para a porcentagem de espermatozoides
normais, tanto o SPN quanto o SP apresentaram valores minimos para este parametro de
acordo com o que cita a literatura [6]. Corroborando com o encontrado neste trabalho para o
SP, Samper & Morris [18] reportaram que o tempo de refrigeracdo ndo interferiu nas
alteracGes morfologicas.

Love [13] avaliou a fertilidade de 88 garanhdes de 13 diferentes racas, onde observou
uma relacdo positiva entre a porcentagem de espermatozoides normais com a porcentagem de
prenhez por ciclo e a porcentagem de prenhez no primeiro ciclo.

As altas médias de temperatura do SP (18,09°C) e do SPN (18,22°C) podem ter sido
um fator crucial na ndo manutencdo de algumas caracteristicas espermaticas estudadas neste
trabalho. Porém, Katila [10] relata que, para o transporte do sémen por um periodo nao
superior a 12 horas, a temperatura de armazenamento do sémen pode ser entre 20 e 15°C,
sendo recomendadas temperaturas inferiores a 10°C para periodos de transporte superiores a
estas 12 horas.

Estudos in vivo ndo foram realizados neste trabalho, porém os resultados apresentados
permitem dizer que o SP ndo causou danos a célula espermatica que comprometessem sua
integridade de membrana plasmatica, dados os valores médios obtidos no presente trabalho

guanto aos parametros de integridade de membrana plasmatica e morfologia espermatica.
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CONCLUSAO

O Sistema de Polietileno Refrigerado pode ser utilizado para a conservacdo do sémen,
uma vez que ndo acarretou danos ao sémen equino durante o periodo de armazenamento
estudado. O Sistema de Polietileno Refrigerado ndo apresentou diferencas em relacdo aos
demais sistemas comerciais estudados, sendo assim, este pode ser indicado como um sistema
alternativo para transporte de sémen equino refrigerado por até oito horas, com vantagem de

ser pequeno, pratico e de baixo custo.
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373 4. CONSIDERACOES FINAIS

374

375 e Quanto ao Sistema de Polietileno Refrigerado, é indicado seu uso para o transporte
376 de sémen refrigerado por 8 horas, quando comparado aos demais sistemas de
377 refrigeracdo estudados neste trabalho.

378 e Quanto ao Sistema de Polietileno Néao-Refrigerado, ndo € indicado seu uso para o
379 transporte de sémen refrigerado por 8 horas, quando comparado aos demais sistemas
380 de refrigeracdo estudados neste trabalho.
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ANEXO 1 - Valores médios de concentracdo espermética e volume do ejaculado dos

garanhdes.
Garanhao Concentragio Espermatica (x10° / mL) Volume (mL)

1 126,80+26,41 56,00+6,90
2 241, 61+13,92 31,77+3,64
3 154, 89+19,69 24,0045,15
4 109,55+10,61 31,67+2,77
5 73,92+12,06 34,79+3,15
P >0,0000 0,0030
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ANEXO 2 — Médias e valores de P para o sémen diluido, no tempo 0 hora para motilidade

total (%), vigor espermatico, CFDA/PI (%), HOST (%) e morfologia (% de espermatozoides

normais) dos garanhdes utilizados.

Garanhao Motilidade Vigor CFDA/PI HOST Morfologia
Total

1 41,60+3,45" 2,08+0,13°  66,80+2,09° 46,55+2,35% 84,40+2,022
2 44,22+1,82" 1,68+0,07°  69,42+1,17° 44,06+1,24% 81,72+1,06°
3 70,002,57° 2,73#0,10°  81,88+1,56" 45,83+1,75% 83,88+1,50?
4 69,77+1,39% 2,6240,05°  78,04+0,87° 43,74+0,94* 81,58+0,81°
5 47,16%1,58° 1,98+0,06"  70,83+0,99° 39,78+1,07" 81,350,922
P >0,0000 >0,0000 >0,0000 0,0049 0,4362

Letras diferentes na mesma coluna indicam valores estatisticamente diferentes (P<0,005).
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