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APRESENTAGAO

Como se disse na Apresentagdo do niimero anterior destes Cadernos, a idéia
de se reunir em dois nimeros as palestras apresentadas ao Curso de Andro-
logia da Pés-graduagdo da Escola de Veterindria, no ano 2000, teve a inten-
¢éio de dar uma viséo panordmica dos principais avangos no setor de andro-
logia veterindria no Brasil e no mundo e de descortinar todo o potencial téc-
nico-cientifico hoje disponivel — de um lado para a identificagéo e uso dos
individuos com maior aptiddo reprodutiva nas diversas espécies de animais
domésticos e de como utilizé-los para o melhoramento genético; de outro

- poder-se diagnosticar os menos aptos ou com limitag®es, ndo os utilizando
como reprodutores.

Este niimero traz, portanto, o restante das palestras, e esperamos que seja téo
Gtil e instrutivo como o anterior, mesmo para aqueles que néo lidem direta-
mente com O assunto.

Nestes tempos em que se fala tanto em clones € quejandos, é bom o técnico
estar informado deste e de outros temas assemelhados. Particularmente por-
que a medicina veterindria, indmeras vezes, estd muito a frente do que a
imprensa propala como novidade.

Prof. José Monteiro da Silva Filho Dr. Marcilio Magalhdes Vaz de Oliveira
FEP MVZ CRMV-MG
Diretor Executivo Presidente

Prof. Ilto José Nunes
FEP MVZ Editora
Cad. Téc. Vet. Zootec.
Editor
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1. INTRODUGAO

Por apresentarem grande capacidade de se
adaptarem aos diversos climas, os bubali-
nos vém despertando interesse na pecud-
ria nacional. Juntamente com esse aumen-
to de interesse, a necessidade de aplicagdo
de tecnologia com o intuito de melhorar a
produtividade tem sido pesquisada (Oha-
shi et al., 1988).

A expansdo da bubalinocultura no Brasil,
associada & maior procura dos produtores
e técnicos por novas biotécnicas como
inseminagio artificial, transferéncia de
embrido, fertilizag@io in vitro, que melho-
rem os atuais indices zootécnicos nessa
espécie, deve impor maior pressdo de
selecdo aos animais, principalmente nos
reprodutores que irdo entrar em coleta de
sémen para congelagdo (Gordon, 1996).

Uma das maiores dificuldades da criagdo
de biifalos é o manejo do reprodutor na
propriedade. Esse problema seria reduzi-
do se fosse utilizada a inseminagéo artifi-
cial, mas essa técnica ndo tem tido suces-
so em bubalinos, pois além da dificuldade
de se obter um protocolo para congelagio
de sémen especifico para biifalos, a detec-
¢lo do estro nas fémeas é mais dificil do
que em bovinos. Associadas a tais pro-
blemas estdo as patologias do sistema
reprodutor em machos, tais como hipopla-
sia testicular, disfun¢do de epididimo e
aplasia de ducto deferente, que sdo acha-
dos freqlientes em animais com alto indi-
ce de consangiiinidade, comum em reba-
nhos de biifalos (Ohashi et al., 1992).

Na avaliagdo dos top bulls é importante
correlacionar as caracterfsticas fenotipicas
do reprodutor com as caracteristicas se-
minais, identificar os problemas androl6-
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gicos, avaliar os fatores do meio ambiente
que interferem na fertilidade e o efeito das
estagbes do ano na espermatogénese
(Ahmad, 1984; Dhami et al., 1995).

O objetivo deste semindrio é fazer uma
revisdo sobre as principais caracterfsticas
seminais que machos bubalinos devem
apresentar para ser considerados melhora-
dores e os principais fatores relacionados
com a selegdio dos reprodutores.

2. MORFOLOGIA DO SISTEMA
GENITAL, PUBERDADE,
MATURACAO SEXUAL

O sistema genital do biifalo é similar ao
do bovino. A bainha prepucial é pequena
¢ aderida ao abdémen, com poucos ou
mesmo auséncia de pélos na regido do
prepticio. Os testiculos sdo menores com-
parados com os de bovinos da mesma
idade — normalmente é a metade do tama-
nho (Battacharya, 1978).

Bongso et al. (1984) observaram que
touros bubalinos pesando de 400 a 600kg
apresentam comprimento e largura mé-
dios do testiculo do lado direito de 8,83 x
4,64cm e 9,77 x 4,58cm no lado esquer-
do, pesando em média 110 e 107g, res-
pectivamente. Apresentam vesicula semi-
nal com comprimento e largura médios de
5,01 x 1,88cm, considerada menor que a
dos bovinos e com menos lobulagio.

Ao nascimento, o testiculo contém poucas
células de Leydig, algumas células de
Sertoli, células indiferenciadas e gonéci-
10s que irdo originar as espermatogdnias.
Antes da puberdade os machos ndo pro-
duzem gonadotropina pela adeno-hipéfise
¢ #m produgdo reduzida de esterdides
pelas células de Leydig. Essas caracteris-

ticas irdo permanecer até a puberdade
(Vale, 1997).

A puberdade em biifalos pode ser consi-
derada o momento em que o macho pro-
duz espermatozéides férteis, ou que seja
capaz de fertilizar um ovécito e cobrir
uma fémea no estro. O inicio da puberda-
de em bubalinos ocorre em torno de 16 a
18 meses de idade e a maturidade sexual é
alcangada aos 22-24 meses, € estes valo-
res podem variar consideravelmente, pois
nutri¢io e manejo os influenciam bastante
(Vale et al., 1991). Melo (1991) observou
que o inicio da puberdade pode ocorrer
dos 13 aos 15 meses de idade em water
biifalos no Estado de Minas Gerais.

O comportamento sexual dos biifalos
parece manifestar-se durante as horas
mais amenas do dia. Apresentando maior
libido durante a noite, entre o pér do sol e
as primeiras horas da manhd (Ohashi et
al., 1988).

2. COLETA DE SEMEN E
CARACTERISTICAS SEMINAIS

E importante selecionar animais jovens
para coleta de sémen, pois os mais velhos
sd0 mais agressivos, podendo provocar
acidentes. Na coleta de sémen deve-se
usar preferencialmente vagina artificial
semelhante 2 dos bovinos, porém mais
curta, cerca de 25 a 30cm para animais
jovens (menos de 4 anos) e 30 a 35cm
para animais mais velhos (acima de 4
anos). Néo hé necessidade de lubrificacio
da vagina artificial e sua temperatura deve
estar em torno de 42 a 44°C (Ohashi et al.,
1992, Aguiar, 1993). Ndo é aconselhivel
a utilizagdo de eletroejaculador para cole-
ta de sémen, pois os bifalos sdo bastante
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sensiveis ao estimulo elétrico (Vale et al.,
1981; Rao, 1984).

As caracterfsticas para avaliacdo fisica do
sémen sdo turbilhonamento, vigor e moti-
lidade semelhantes aos do bovinos, com
menor intensidade, pois o sémen de bifa-
los é mais sensfvel a mudangas de tempe-
ratura (Vale, 1997).

Tabela 1. Caracteristicas do ejaculado
normal de hiifalo, coletado com vagina
artificial.

Vale (1997)

Os volumes dos ejaculados de animais
jovens, obtidos em duas coletas consecu-
tivas, foram, em média, 2 e 0,4ml e as
concentragoes espermdticas, 960.000 e
447.000/mm’, respectivamente. Em tou-
ros adultos os volumes dos ejaculados
foram 4,1 e 3.2ml e as concentragGes
esperméticas 1.080.000 e 798.000/mm’,
respectivamente (Ohashi et al., 1984).

Jainudeen et al. (1981) relataram que a
média da concentragdo espermdtica de
amostras coletadas com vagina artificial
em bifalos do pantano foi de
1.060.000/mm” e Batosamma et al. (1987)
encontraram média de 1.200.000/mm’.

Utilizando eletroejaculador para coleta de
sémen, Nordin et al. (1986) encontraram
média de 1.130.000/mm’ de espermato-
z6ides.

Os ejaculados de bifalos Murrah coleta-
dos com vagina artificial apresentaram em
média 79% de motilidade espermética
(Kumar et al., 1988). Jainudeen et al.
(1981) observaram média de 74% de
motilidade espermidtica em biifalos do

pantano.

O vigor, intensidade de movimentagdo
linear progressiva dos espermatozdides,
analisado em escala de 0 a 5, apresentou
média de 4,12 em sémen de touros da raga
Murrah coletado com vagina artificial
(Kumar et al., 1988).

Pela determinagdo da quantidade de es-
permatozéides vivos e mortos € possivel
avaliar a qualidade do ejaculado. Sémen
com mais de 30% iniciais de espermato-
z6ides mortos ndo deve ser bom para
congelagio e amostras de sémen com
menos de 50% de espermatozdéides vivos
devem ser questionadas até para utiliza-
¢io em monta natural. O porcentual de
espermatozdides vivos pode aumentar no
segundo ejaculado, se a coleta for efetua-
da com intervalos regulares de duas vezes
por semana (Vale, 1997).

As anormalidades espermdticas asseme-
lham-se as dos bovinos, diferindo apenas
quanto & prevaléncia. As patologias es-
permiticas, divididas entre defeitos maio-
res e menores, apresentaram médias de
5,0+1,8% de defeitos maiores e 4,6+
1,58% de defeitos menores e 9,6+3,2% de
defeitos totais em ejaculados coletados
com vagina artificial de biifalos do pénta-
no (Jainudeen et al., 1981). As anormali-



Neves & Marques Jr., Triagem de touros bifalos...

dades observadas em sémen de biifalos
Murrah coletado com vagina artificial
foram 19,08+1,58% (Kumar et al., 1988).

A capacidade de reserva de espermato-
z6ides na ampola e na cauda do epididimo
é menor que a do bovino, devido ao me-
nor tamanho do sistema genital do bifalo.
O sémen de touros sadios apresenta colo-
ragdo branco-leitosa e consisténcia cre-
mosa espessa (Jainudeen, 1993).

A qualidade do sémen modifica-se em
fungdo da estagdo do ano, sendo de me-
lhor qualidade durante a estagdo fria, isto
indica uma estacionalidade dos bubalinos
(Rao et al., 1995). Essa estacionalidade
pode ser relacionada com a sensibilidade
que a espécie apresenta i temperatura
ambiente e 2 incidéncia elevada de raios
solares, associada com o decréscimo na
oferta de alimento durante a estagdo quen-
te em algumas regides (Jainudeen, 1986).

Quanto as caracteristicas apds o congela-
mento, Ribeiro (1991), citado por Vale
(1997), avaliou 64 amostras de sémen de
cinco bifalos quanto & motilidade, medi-
ante teste de termorresisténcia, encontrou
44,4% de motilidade. Decorridos 60 mi-
nutos a temperatura de 40°C, a motilidade
reduziu-se para 18,5% e, destes, apenas
um apresentou avaliagdo satisfatéria aps
teste de termorresisténcia lenta (180 se-
gundos a 40°C).

A utilizagdo de diluidores como o TES
(hidroximetilaminoetano), gema de ovo e
leite e o TRIS (hidroximetilaminometa-
no)-gema de ovo apresentaram melhores
resultados que a lactose e o citrato na
manutengdo da motilidade dos espermato-
z6ides durante o processo de criopreser-
vagdo e de viabilidade pés-congelagédo do
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sémen (Tomar & Singh, 1996). O sémen
tem sido armazenado em palhetes de
0,25ml e. dentre os crioprotetores, o glice-
rol € utilizado com maior fregiiéncia (O-
hashi et al., 1984).

3. FATORES QUE AFETAM A
PRODUGAO DE SEMEN

3.1 MANEJO REPRODUTIVO

Como outros animais domésticos, os
machos bubalinos sdo muito sensiveis ao
manejo e a mudangas abruptas. Manter os
touros em locais sombreados, com acesso
a dgua ou duchas durante as horas mais
quentes do dia exerce papel importante na
qualidade do sémen (Gordon, 1996).

3.2 MANEJO NUTRICIONAL

A nutrigdo € muito importante para inicio
da puberdade, maturagio sexual e produ-
¢do de sémen em biifalos, é claro que a
superalimentagdo pode alterar e a caréncia
alimentar atrasar ambas as caracteristicas,
com alteragbes morfolégicas no sémen. A
qualidade do alimento (NDT-energia,
proteina, minerais) interfere diretamente
na qualidade do sémen. Grande parte dos
biifalos que habitam a regido amaz6nica é
submetida a pastagens naturais de baixo
valor nutritivo (Vale, 1997).

Animais jovens das ragas Murrah e Medi-
terrdnea, com boa alimentagdo em pasta-
gem de capim-tubiatd (Panicum maximum
cultivar tubiatan) ou semiconfinamento
com capim-elefante (Penisetum purpu-
reum) de boa qualidade, ad libitum, e
suplementagdo mineral, podem ganhar
mais de um quilo por dia e produzir sé-
men de boa qualidade. Raga, nivel de
alimentagdo, superioridade individual,
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satide e possiveis doengas podem influen-
ciar a qualidade do sémen. Por outro lado,
bifalos em dieta com NDT acima do
necessdrio podem apresentar excelente
ganho de peso, mas o excesso de gordura
pode prejudicar a qualidade do sémen. A
utilizagio de suplemento com carogo de
algoddo (Gossypium sp.) e 6leo de palma
(Elaeis guineensis) pode causar defeitos
em células espermdticas e até degenera-
¢do testicular aguda (Vale, 1997).

3.3 VARIACOES SAZONAIS

Geralmente os biifalos podem ser consi-
derados poliestrais ndo estacionais, mas
tanto macho quanto fémea podem ser
influenciados pela estagdo. Relataram-se
vérias diferengas em diversas regides do
mundo nesse comportamento. Um exem-
plo é a regido amazdnica, onde os bifalos
possuem estagdo de monta. Bem adapta-
dos ao calor tropical e & umidade elevada
apresentam alta produtividade quando
comparados com outros animais domésti-
cos, demostrando que a interagdo gendti-
po e ambiente é positiva nessa espécie
(Vale, 1994, citado por Vale, 1997). Mu-
dangas nas caracteristicas seminais € no
comportamento sexual devido 4 estagio
coincidem com a estagdio de monta na
fémea (Battacharya, 1978).

A impoténcia tempordria é um dos pro-
blemas de touros nos periodos mais quen-
tes do ano, afetando a libido e a produgdo
de sémen. Mudangas histofisiolégicas
podem aparecer se se compararem estru-
turas cole:adas do aparelho reprodutor
masculino durante o outono e o verdo
(Guha et al., 1999). Essas alteragdes nos
testiculos e epididimo em biifalos durante
o verdo podem ser atribuidas A grande
sensibilidade dos bifalos aos longos foto-
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perfodos, com redugdo da secregio de
andrégenos pelo GnRH, mas nem sempre
a redugdo das concentragdes plasméticas
de testosterona estdo relacionadas com
variagio na qualidade do sémen ( Jainu-
deen, 1993).

4, PROBLEMAS REPRODUTIVOS
4.1 SUBFERTILIDADE

O maior obstdculo para o aumento da
produgio de biifalos € a reduzida eficién-
cia reprodutiva dos bubalinos comparados
aos bovinos. As principais causas do
desempenho ruim dos bifalos sdo: esta-
¢lo de anestro, ovulagio sem sinais de
estro, sinais rdpidos de estro, anestro pés-
parto longo, redugdo da libido do touro
em perfodos quentes. Por causa disso €
necessdrio que todo manejo da fazenda,
principalmente o nutricional, esteja bem
ajustado para melhorar os fndices repro-
dutivos (Jainudeen, 1986; Tomar & Sin-
gh, 1996).

Os biifalos domésticos sdo divididos em
duas categorias: os de rio e os de péntano.
Apesar dos dois tipos serem da mesma
espécie (Bubalus bubalis), possuem hébi-
tos muito diferentes. Os biifalos do pénta-
no possuem 48 pares de cromossomos e
os de rio, 50 pares. O cruzamento dos dois
tipos pode criar um animal hibrido que
possui uma cariotipagem intermedidria,
com 49 cromossomos dipléide. O macho
e a fémea que possuem a cariotipagem
intermedidria produzem gametas com 24
ou 25 cromossomas, esses hibridos podem
ser férteis (Zicarelli et al, 1997), mas
Cooper (1991) observou que animais com
49 pares de cromossomos sdo subférteis.
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4.2. INFERTILIDADE

Ahmad et al. (1985) descreveram uma
classificagdo para infertilidade, na qual os
bifalos foram divididos trés grupos: tipo
L, animais inférteis que ndo demonstram
nenhuma atividade sexual; tipo 2, touros
que apresentam atraso no inicio da puber-
dade e produzem sémen de m4 qualidade
que se agrava com o a idade; tipo 3, re-
produtores que produzem sémen de boa
qualidade mas que apresentam redugio na
quantidade e na qualidade do sémen,
principalmente nos (ltimos estidios de
produgdo. Em pesquisa realizada com
vinte e dois bifalos, observaram que nove
se enquadraram no tipo 1, onze no tipo 2 e
dois no tipo 3. Dentre as patologias asso-
ciadas estavam orquite, epididimite e
disfungio no eixo hipotdlamo-hipéfise-
gbnadas.

4.3 DEGENERAGAO TESTICULAR

Por causa da elevada sensibilidade dos
bubalinos a temperaturas elevadas, a pre-
sen¢a de degeneragéo testicular é comum.
Durante o quadro degenerativo ocorre
aumento acentuado das anomalias de
cauda, originadas durante a passagem do
espermatozéide pelo epididimo e armaze-
namento nas ampolas dos ductos deferen-
te, onde a elevada temperatura abdominal
predisporia a essas lesdes (Rao et al.,
1995). Aparecem gradativamente patolo-
gias de cabeca, sendo as mais comuns as
anormalidades de insergio abaxial da
peca intermedidria, muito freqiiente em
animais jovens. Em biifalos esta anorma-
lidade compromete a fertilidade (Ohashi
etal., 1984).
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4.4 HIPOPLASIA TESTICULAR

A hipoplasia testicular estd presente, com
grande herdabilidade, em todas as espé-
cies domésticas (Jainudeen, 1993). Em
bifalos essa patologia ndo é comum ape-
sar da ocorréncia de alguns casos. Koda-
gali et al. (1980), citados por Ohashi et al.
(1988), examinaram 42 touros de uma
central de inseminagdo e observaram que
7,14% dos animais apresentaram a pato-
logia. Vale et al. (1981) examinaram um
bifalo da raga Mediterrinea, de 3 anos de
idade, com simetria testicular (7,5 x
3,5cm) e perimetro escrotal de 33,5cm.
Na anélise do sémen observaram-se baixa
concentragdo espermdtica, pouco vigor,
pouca motilidade e elevada porcentagem
de patologias, predominando insercio
abaxial, espermatozéides subdesenvolvi-
dos e presenca de células da espermato-
génese imaturas, principalmente esperm4-
tides.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os problemas de subfertilidade e infertili-
dade dos touros bufalinos sio um dos
principais fatores responsdveis pelos bai-
xos fndices de fertilidade no rebanho
nacional. Assim é necessdrio maior con-
trole na selegdo de reprodutores para
monta natural e identificagiio dos top bulls
para programas de inseminagfo artificial.

A inseminagdo artificial é pré-requisito
para que haja melhora na eficiéncia re-
produtiva, mas a implementagio dessa
técnica nos rebanhos de bifalos ndo é
simples.

Mais pesquisas sobre as principais pato-
logias e formas para melhorar a produti-
vidade na bubalinocultura devem ser
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investigadas, para que essa atividade
tenha retorno igual ou até mesmo melhor
que a bovinocultura.
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1.INTRODUGAO

O reprodutor sufno em regime de insemi-
nagfio artificial é responsdvel pela cober-
tura de 100 a 200 matrizes em rebanho
comercial. Isto é cerca de 10 a 15 vezes
mais do que o nimero de matrizes atendi-
das por um macho em monta natural. Esse
aumento da relagdo macho/fémea tornou
indispensdvel a avaliagdo da performance
reprodutiva dos cachagos (Flowers, 1997).

O manejo adequado dos reprodutores é
um dos principais pontos de controle de
problemas sanitdrios, performance repro-
dutiva e caracterizagio genética da granja
(Gibson & Thacker, 1986). Existe, entre-
tanto, grande nimero de fatores que con-
tribui para a fertilidade do cachago e ape-
nas um pequeno nimero deles foi real-
mente identificado.

O controle ou exame de um cachago difi-
cilmente fornece a sua fertilidade real
quando seus pardmetros reprodutivos se
apresentam dentro da normalidade. Ma-
chos problemiticos entretanto podem ser
identificados e tratados ou descartados
precocemente  (Dec uadro-Hansen,1999),
reduzindo os custos de manutengdo no
rebanho de um reprodutor incapacitado.

A avaliagdio e a retirada precoce de repro-
dutores problemiticos do plantel podem
ser efetuadas em muitos casos, pois de-
terminadas patologias podem ser diagnos-
ticadas com exames clinicos e laboratori-
ais de rotina. As avaliages, no entanto,
devem obedecer uma seqiiéncia determi-
nada e sua interpretagiio deve ser feita por
técnicos treinados.
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2. EXAME CLINICO

Um cachago incapacitado fisicamente
provavelmente ndo atingird a performance
reprodutiva esperada e um exame clinico
adequado deve obrigatoriamente fazer
parte de um exame reprodutivo (Crabo,
1997).

2.1. HISTORICO OU ANAMNESE

O primeiro evento em um exame androlé-
gico completo é a verificagdo detalhada
do histérico do animal. O animal a ser
examinado deve estar bem identificado e
sua ficha de controle deve conter o nome
ou o niimero, a tatuagem, a data de nasci-
mento, a linhagem, o local de origem e o
peso (Henry, 1998).

A anamnese deve considerar a experiéncia
sexual prévia, tipo de alojamento, alimen-
tagdo, histérico reprodutivo (taxa de parto
e nimero de leitdes nascidos), resultados
de exames prévios, histérico sanitirio
(doencas, vacinas e sorologia), libido,
habilidade de cobertura, tipo de manejo
(monta natural ou inseminagéo artificial) e
fregiiéncia de montas (Shipley, 1999).

O acompanhamento de doengas herediti-
rias das linhagens de origem do reprodu-
tor ou de sua progénie é muito importante
¢ permite o descarte do animal ou o cru-
zamentos dirigido nos rebanhos comerci-
ais, para reduzir ou impedir o estabeleci-
mento de doengas de origem genética
(Henry, 1998; Almond et al; 1994).

2.2. EXAME FISICO DO CACHACO

Inspeg¢do em semiologia é o ato de obser-
var e procurar detalhadamente "marcado-
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res" nos animais que possam ser usados
no diagndstico de possiveis distirbios ou
limitagdes do ponto de vista clinico ou
zootécnico. (Vale Filho, 1997). A inspe-
¢do deve ser realizada com o animal em
estagdo e em movimento, verificando-se a
condigdo corporal e os sistemas nervoso,
respiratério, circulatério, digestivo e lo-
comotor. Caso haja suspeita de alteragio
em um dos sistemas, o exame clinico deve
ser aprofundado (Henry, 1998). A inspe-
¢do do sistema locomotor deve ser feita
com muita aten¢do porque problemas de
locomogio estdo entre os principais moti-
vos de descarte de reprodutores na Europa
(Decuadro-Hansen, 1999). A maioria das
granjas multiplicadoras de reprodutores
executa a inspe¢do dos animais no mo-
mento do transporte, entretanto podem
ocorrer traumas durante o transporte e,
por outro lado, muitas linhagens comerci-
ais sdo afetadas por problemas de articu-
lagdes hereditdrios que se manifestam
mais tardiamente (Shipley, 1999).

O exame fisico geral e a avaliagdo repro-
dutiva devem ser realizados em cachagos
Jjovens no perfodo de isolamento. Exames
sorolGgicos devem ser realizados para
conhecimento de exposi¢do prévia a agen-
tes infecciosos. O programa de imuniza-
¢do estabelecido no rebanho de fémeas
deve ser utilizado nos machos no periodo
de isolamento (Gibson & Thacker, 1986).

2.3. EXAME DO SISTEMA GENITAL

Em geral um reprodutor suino necessita
ter habilidade fisica para cobertura, a qual
consiste em desejar cobrir a fémea (libi-
do), contornd-la e montd-la, apresentar
ere¢do, penetrar a vagina e ejacular, e
ainda possuir nimero adequado de esper-
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matozéides normais em cada ejaculado
(Crabo, 1997).

Os testiculos dos suinos estio localizados
na regido perineal, em plano inclinado,
rentes ao corpo (ndo sdo pendulares), e
paralelos. A biometria testicular é obtida
com o animal contido em gaiola prépria
ou por cachimbo, mediante medigéo indi-
vidual de cada testiculo com paquimetro.
Na avaliagdo androlégica limita-se i veri-
ficagio de comprimento e largura. As
medidas testiculares em animais da mes-
ma idade, em geral, sdo maiores em hibri-
dos que em puros. Os epididimos de sui-
nos apresentam particularidades quanto a
morfologia e posi¢ao, o que deve ser le-
vado em consideracdo durante o exame
clinico: a cabega estd localizada no pélo
ventral da gbnada enquanto a cauda estd
no pélo dorsal e o corpo situa-se ao longo
da face interna do testiculo, nio sendo
acessivel a palpagio. O sufno ndo apre-
senta ampola do ducto deferente, mas tem
préstata, vesicula seminal e glindula bul-
bouretral, responsdvel pela produgio da
parte gelatinosa do ejaculado e é a tinica
glindula acesséria acessivel na palpagio
retal. O prepicio apresenta dorsalmente
um diverticulo do tamanho de um ovo de
galinha, no qual se depositam urina, sé-
men € outras secregoes que propiciam
desenvolvimento bacteriano, sendo impor-
tante fonte de contaminagio do sémen
durante a coleta (Henry, 1998).

A inspegdo visual dos 6rgdos reprodutivos
inclui exame do escroto e prepiicio (Cra-
bo, 1997). O pénis é examinado no mo-
mento da coleta de sémen (Gibson &
Thacker, 1986). O prepicio deve ser e-
xaminado buscando sinais de fimose ou
de abscessos, visualizados por alteragoes
de contorno ou diagnosticados por palpa-
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¢do. O escroto deve ser examinado, pri-
meiro verificando sinais de ferimentos,
cicatrizes, fibroses, dermatites ou proces-
sos inflamatérios que podem causar, ou ji
causaram, problemas por alterar a termor-
regulagdo dos testiculos. As caudas dos
epididimos devem ser facilmente delimi-
tadas 2 inspegdo e os testiculos esquerdo e
direito devem possuir dimensoes aproxi-
madamente iguais. Durante a palpagio os
testiculos devem possuir consisténcia va-
riando entre firme e tdrgida e ndo devem
possuir dreas muito duras aparentando
estar calcificadas (Crabo, 1997). A reacdo
inicial do testiculo ao trauma ou a infec-
¢do € o inchago, enquanto a longo prazo
ocorre redugdo de tamanho, aumento de
consisténcia e perda de elasticidade, con-
siderada deletéria a fertilidade (Gibson &
Thacker, 1986). A fibrose progressiva
pode ser oriunda de orquite ou reflexo da
senilidade (Vale Filho, 1997). As caudas
dos epididimos devem ser proeminentes.
Alguns cistos sdo encontrados no corpo e
na cabega do epididimo e podem causar
oclusdo total ou parcial dos ductos epidi-
dimdrios, mas nem sempre sio palpdveis
(Crabo, 1997). A verificagdo da consis-
téncia e da elasticidade deve ser feita nos
epididimos, principalmente na cauda, e os
achados devem ser associados com as
condigbes observadas nos testiculos: pro-
blemas dos epididimos normalmente se
refletem nos testiculos (Vale Filho, 1997).

Decuadro-Hansen (1999) e Crabo (1997)
citam trabalhos que correlacionam positi-
vamente o tamanho testicular e a produ-
¢do espermdtica. Esta caracteristica teria
alta herdabilidade, pois correlaciona mai-
or nimero células de Sertoli com maior
produgdo de sémen nos testiculos maiores.
Decuadro-Hansen (1999) ressaltou a exis-
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téncia de correlagdo genética positiva, de
baixa herdabilidade, entre tamanho de
testiculo e espessura de toucinho, o que é
indesejdvel em suinos.

2.4. LIBIDO

Os cachagos lentos, inadequados para o
trabalho ou inconsistentes no comporta-
mento durante a rotina de coleta nio sido
vidveis na criagdo comercial. O macho
treinado apds atingir a maturidade (12
meses) ndo deve apresentar nenhum pro-
blema para montar o manequim (Agroce-
res, 1996).

3. AVALIACAO DO SEMEN
3.1 ESPERMIOGRAMA

A andlise do sémen é feita principalmente
pelo aspecto fisico do ejaculado e pela
morfologia dos espermatozéides. Entre os
aspectos fisicos que devem ser avaliados
macroscopicamente encontram-se o volu-
me, a densidade, a coloragdo e o pH do
ejaculado; entre as caracteristicas avalia-
das microscopicamente relacionam-se o
vigor, a motilidade retilinea, a concentra-
¢do espermdtica por mililitro e o nimero
total de espermatozdides no ejaculado. O
exame da morfologia espermitica é feito
principalmente mediante microscopia de
contraste de fase ou de interferéncia de
fase (Guimardes, 1995); o uso de colora-
gOes especiais s6 é necessdrio se for utili-
zado microscépio 6ptico (Shipley, 1999).

O espermiograma consiste no acompa-
nhamento periédico do nimero de esper-
matozéides por ejaculado, motilidade,
morfologia espermadtica, conjugado com
outros exames mais complexos. Torna
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possivel a comparagiio entre varios ejacu-
lados coletados em intervalos regulares e
também o estabelecimento de uma curva
de produgio gamética de um determinado
reprodutor. Esse acompanhamento permi-
te o diagndstico diferencial entre diversas
patologias do s€émen como degeneragio
testicular, hipoplasia, disfungdes epididi-
maérias e outros problemas reprodutivos
(Vale Filho, 1982).

3.1.1. COLETA DE SEMEN

A coleta de sémen do cachago pode ser
feita mediante trés técnicas: o método da
"mio enluvada”, o da vagina artificial e o
da eletroejaculagdo (Larsen, 1997).

O sémen atualmente é coletado principal-
mente pela técnica da "mdo enluvada”,
utilizando manequim ou fémea em estro
para a monta do cachago. O uso do mane-
quim apresenta as seguintes vantagens:
evita o ataque de machos agressivos as
fémeas, evita o transporte do macho para
a drea de gestagdo ou da fémea para pro-
ximo do laboratério, ndo necessita de fé-
meas em estro, € mais rdpido e evita aci-
dentes durante a monta de machos gran-
des em fémeas pequenas ou marrds (Cra-
bo & Dial, 1992). O uso de luvas de litex
ndo é recomendado porque alguns tipos
sdo espermicidas; um material que pode
ser utilizado séo as luvas descartdveis de
vinil (Ko et al., 1989).

O procedimento de coleta consiste em
exercer determinada pressdo, que varia
para cada macho, efetuada pelos trés qlti-
mos dedos sobre a glande em "saca-rolha"
apls a exposi¢gdo do pénis. Rcalizada a
apreensdo do pénis pelo técnico, o animal
iniciard a ejacular. O material de coleta
consiste em copo térmico, copo de coleta
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e gaze ou filtro para a fragdo gelatinosa do
ejaculado (Crabo & Dial, 1992).

O método da eletroejaculagdo é uma op-
¢do para coleta e exame de machos que
ndo se adaptam ao método da "mio enlu-
vada", para machos muito agressivos ou
para um exame mais detalhado do pénis.
A grande desvantagem da eletroejacula-
¢do ¢ a necessidade de usar anestesia geral
e eletrogjaculador (mesmo aparelho utili-
zado em bovinos, o que torna invidvel seu
uso na rotina (Larsen, 1997; Shipley,
1999). O método da vagina artificial estd
em desuso devido a necessidade de equi-
pamento préprio, a impossibilidade de
exame do ejaculado durante a coleta e por
seus resultados serem préximos aos do
método da "mdo enluvada" (Larsen,
1997).

3.1.2. CARACTERISTICAS FiSICAS DO
EJACULADO

ASPECTO ~ O exame do aspecto do ejacu-
lado é importante e necessdrio para averi-
guagdo da existéncia de corpos estranhos
como sangue, pus, células epiteliais e ou-
tros, além de propiciar uma primeira esti-
mativa da concentragio espermitica
(Larsson, 1986; Henry, 1998).

VOLUME — Em suinos o volume pode ser
aferido em um cilindro de medigiio ou
pela pesagem do ejaculado (cada grama
eqiivale aproximadamente a um mililitro
de sémen; Agroceres, 1996), a fragio ge-
latinosa ncrmalmente € descartada no
momento ca coleta e portanto nio é com-
putada. Alguns técnicos procuram separar
a fragdo rica da fragdo pobre do ejacula-
do, mas em alguns cachagos isso ndo é
muito simples. O volume do ejaculado
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pode variar entre 50 e 500 ml; normal-
mente sdo obtidos ejaculados com volume
entre 150 e 250 ml (Almond et al., 1994).

" TEMPERATURA — Temperaturas elevadas

do sémen sdo indicativas de problemas
infecciosos com o reprodutor; tais ejacu-
lados ndo devem ser utilizados.

CONCENTRAGAO -~ A concentragio de
espermatozéides por mililitro de sémen
pode ser calculada utilizando-se cimara
hemocitométrica (Neubauer ou Bucker)
(Shipley, 1999). Apés diluigio 1:100 ou
1:200 de amostra do ejaculado é efetuada
a contagem em microscépio Gptico com
aumento de 400x (Henry, 1998).

Um aparelho que permite ripida contagem
€ o espectrofotdbmetro (Larsson, 1986).
Esse equipamento é muito utilizado nas
grandes centrais de inseminagdio, onde
permite melhor fluxo de trabalho, com
boa acurdcia nas contagens, ap6s calibra-
¢do para sémen suino.

Em algumas centrais utiliza-se o método
da estimativa da concentragdo pela colo-
ragio do ejaculado (Larsson, 1986; SGI,
1999; Shipley, 1999), entretanto esse mé-
todo niio apresenta bons resultados no
célculo do niimero de doses de sémen.

MOTILIDADE — A porcentagem de células
espermiticas exibindo movimento pro-
gressivo retilineo é a avaliagiio mais reali-
zada durante os controles seminais. A
estimativa da motilidade, em geral, é mais
uma forma de aferi¢io da viabilidade es-
permdtica do que de predigdo de fertilida-
de. Quando o sémen apresenta 60% ou
mais de fertilidade, ndo h4 relagio entre
estimativa de fertilidade in vitro e resulta-
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dos in vive, por outro lado ejaculados com
menos de 60% de motilidade apresentam
taxas de parto menores do que aqueles
com motilidade espermdtica acima desse
valor (Flowers, 1997).

A motilidade expressa em porcentagem 0
nimero de espermatozéides méveis. Em
alguns casos o nimero de espermatozoi-
des méveis ndo representa o nimero de

-
4
g ,:-.:.)
o 2 R

espermatozdides com movimento progres-
sivo retilineo, registra-se entdo o ndmero
total de espermatozéides méveis e o ni-
mero de espermatozéides com motilidade
progressiva retilinea (Henry, 1998). Al-
guns técnicos especialistas em suinocultu-
ra preferem, ao invés de separar os dois
tipos de espermatozdides, classificar o
movimento dos espermatozéides segundo
a Fig.1.

Figura 1. Avaliacio da motilidade. 0. Sem movimento; 1.Pouco movimento, a cabeca
permanece fixa e apenas a cauda se move, podendo girar sobre si mesmo; 2. Os es-
permatozéides se movem em circulos mais ou menos amplos; 3. Movimentos progres-
sivos e sinuosos; 4. Movimentos progressivos rapidos; 5. Movimentos progressivos

muito rdpidos. Fonte: Simposium (1998).

Para avaliagdo da motilidade espermitica
¢é absolutamente necessdria a utilizagdo de
laminas e laminulas aquecidas, a gota de
sémen deve ser colocada sobre a limina e
coberta pela laminula; o exame deve ser
feito imediatamente apds a coleta, depois
da diluigdo e antes de cada inseminagdo,
em microscépio 6ptico com aumento de
200x ou 400x (Larsson, 1986). O sémen
estocado em temperatura entre 16-19°C
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apresenta hipomotilidade (espermatozoi-
des vivos mas com pouco movimento) e
isso pode mascarar o exame: para melhor
procedimento é necessdrio que o sémen
seja aquecido em banho-maria a 37°C por
20 minutos antes do exame.

Em suinos normalmente ndo é feita a ava-
liagio do movimento de massa ou turbi-
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lhdo pois seu sémen ndo apresenta a con-
centragdo necessdria.

3.1.3. MORFOLOGIA

As avaliagbes das caracteristicas morfol6-
gicas dos espermatozdides poderdo ser
realizadas em microscépio Gptico utili-
zando-se esfregagos corados ou prepara-
¢do dmida, em microscépio de contraste
de fase ou de interferéncia diferencial
(Henry, 1998). Morfologia do acrossoma,
gotas citoplasmdticas, formato da pega
intermedidria e da cauda sdo preferenci-
almente examinados em preparagdes (imi-
das utilizando microscépio de contraste de
fase em aumento de 1000x, com o sémen
fixado em solugdo tamponada de formol-

salina (Larsson, 1986).

As avaliagdes da morfologia espermitica
sido realizadas menos freqiientemente do
que a estimativa da motilidade espermati-
ca, apesar de prover importantes informa-
¢bes sobre a viabilidade dos espermato-
zdéides (Flowers, 1997),

Os defeitos morfolégicos a ser reconheci-
dos incluem problemas de formagdo na
cabega € na pega intermedidria, defeitos
no acrossoma, presenga e posigio de gota
citoplasmdtica, caudas dobradas ou enro-
ladas e cabegas isoladas. A contagem po-
de ser feita pela diferenca entre esperma-
tozdéides normais e anormais ou por con-
tagem diferencial de espermatozéides,
diferenciando os defeitos encontrados, o
que fornece uma avaliagdo mais precisa.
Além disso existem corantes que forne-
cem melhor visualizagido de determinadas
estruturas da célula espermitica, quando
se deseja fazer um exame mais detalhado
(Crabo, 1997).
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Cachagos na puberdade apresentam au-
mento gradual no nimero total de esper-
matozdides no ejaculado e decréscimo no
nimero de espermatozdides anormais.
Gotas citoplasméticas proximais e cabegas
defeituosas em proporgdo maior que 10%
podem ser utilizadas como indicativo de
atraso da puberdade em cachagos jovens;
uma reavaliagdo 3-4 semanas apds é ne-
cessdria (Larsson, 1986).

Animais com espermiograma normal (me-
nos que 20-25% de espermatozdides de-
feituosos por ejaculado), mas que possu-
em histérico de pequenas leitegadas, po-
dem estar apresentando alguma anormali-
dade acrossomal; 50% dos cachagos pou-
co prolificos podem apresentar problemas
de translocagdo de cromossomo (Shipley,
1999).

Espermatozdides com gota citoplasmatica
distal (Larsson, 1986; Henry, 1998) ou
implantagdo abaxial da pega intermedidria
(Larsson, 1986; Crabo, 1997) aparente-
mente ndo influenciam a fertilidade em
reprodutores suinos, entretanto alguns
técnicos os utilizam como pardmetros na
classificagio de ejaculados (Shipley,
1999).

3.1.4. EXAMES COMPLEMENTARES

O crescimento da inseminagdo artificial
em suinos levou a uma busca ainda maior
de métodos de exames complementares do
sémen para conhecimento da qualidade
dos ejaculados e sua associagio com a
fertilidade (Peldez et al., 1999).

EXAME MICROBIOLOGICO — Em condigOes
ideais de higiene, o sémen suino niio apre-
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senta bactérias, porém, normalmente elas
sdo encoritradas, principalmente oriundas
do processo de coleta, portanto um exame
positivo deve ser cuidadosamente analisa-
do (Henry, 1998). A presenga de grande
concentragio de bactérias no sémen pode
exercer um efeito téxico sobre os esper-
matozéides e aumentar o risco de conta-
minagdo durante a inseminagdo (Goffaux
et al, 1990). Uma alternativa de interpre-
tagdo nesses casos de exames positivos
seria a contagem do nimero de unidades
formadoras de coldnias (Bortolozzo et al.,
1999).

OUTROS TESTES COMPLEMENTARES (Peld-
ez et al., 1999):

Auto-anticorpos espermaticos;
Teste de endosmose celular;
Reagio de oxigénio;
Hiperativagiio da motilidade
espermatica;

Taxa de acrosina intracelular;
Reagdo acrossOmica;

Teste de penetragdo em odcito de
hamster;

8. Teste de jungdo & zona peliicida;
9. Estudo computadorizado da motili-
dade espermitica;

03 D

S

22

10. Teste de penetragiio no muco cervi-
cal;
Inseminagio heterospérmica (Berger

et al., 1996).

| &

TESTE DE RESISTENCIA OSMOTICA — Ape-
sar de considerado complementar, atual-
mente este teste € muito utilizado na roti-
na principalmente das grandes centrais,
onde permite classificar os cachagos utili-
zados em diluigdes heterospérmicas (de-
vem ser utilizados cachagos de mesma
classificagdo) e também permite a predi-
¢do de longevidade do sémen resfriado.
Sua realizagio pode ser feita em laborato-
rios convencionais que possuam micros-
c6pio de contrate de fase e banho-maria.
Consiste na incubagdo por tempo determi-
nado (existem diferengas entre os labora-
t6rios) em solugdo hiposmética (normal-
mente utiliza-se o préprio diluidor em
menor concentragio) (Agroceres, 1996).
O método baseia-se na premissa de que
59% do espermatozéide é dgua e que,
quando em perfeitas condi¢bes, suas
membranas celulares agem como osmd-
metros ideais (Du et al, 1994), portanto,
avalia a resisténcia da membrana a choque
osmético (Agroceres, 1996).
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1. Gota citoplasmdtica distal

2. Cabega normal sem cauda C.D
3. Cauda dobrada ou enrolada b
na extremidade Q‘Q
4. Defeitos de cabega - D
G
5. Implantagdo abaxial 8
6. Acrossomas anormais C:— T
7. Gota citoplasmética proxi- :;}""*- I
mal G "‘.'}___‘_._
8. Cabegas piriformes C s gt
(b ——
P

9. Caudas fortemente dobra- E;"
y das ou enroladas sobre a i

cabega o5

10. Deformagdes da pega in- (PP s e 0
termedidria C- g S e el
11. Mal desenvolvidos o,h"

12. Crateras @______...._-.. TR

Figura 2. Defeitos de espermatozéides.
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4. INTERPRETAGAO DOS
RESULTADOS

Entre os técnicos hd diferengas no obser-
vado" e seguido” no descarte de ejacula-
dos e de reprodutores. No Brasil, o sémen
sufno resfriado comercializado deve se-
guir as especificagdes do Colégio Brasi-
leiro de Reprodugdo Animal - CBRA
(Henry, 1998):

1- Motilidade progressiva:
>70% no momento da diluigéo,
>50% no momento da inseminag#o;
2-Volume da dose inseminante:
>80 ml;
3-Anomalidades esperméticas:
Defeitos totais <20% (desconside-
rando gota citoplasmdtica distal),
Defeitos individuais:
Acrossoma <5%,
Cabega <5%,
Colo <5%,
Pega intermediéria <5%,
Gota citoplasmética <10%.

O CBRA também sugere as seguintes es-
pecificagdes para avaliagdo de cachagos
para monta natural:

1-Motilidade:
>70%,

2-Vigor:
>3,

3-Total de espermatozéides anormais:
<20%.

*Outras proposigdes de avaliagéo de cachagos
e ejaculados encontram-se no Anexo.
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5. CONSIDERAGOES SOBRE O
USO DE TESTES PARA PREDICAO
DA FERTILIDADE EM CACHAGOS

Flowers (1997) considerou a avaliagdo do
sémen e a andlise da performance repro-
dutiva como as duas principais maneiras
de avaliagdo dos reprodutores na suino-
cultura.

Infelizmente em todas as espécies a maior
parte das técnicas de avaliagio seminal
ndo permite fazer uma predigdo exata do
poder fecundante dos espermatozdéides, &
excegdo de casos em que a concentragio e
a motilidade sdio péssimas, o nimero de
anomalias dos espermatozdides € muito
alto e a fertilidade é muito reduzida. Cer-
tos eventos relacionados ao espermato-
z6ide no momento da fecundagio, como a
eficiéncia de penetragdo no odcito e a
agio do espermatozéide apés a fertiliza-
¢do, ndo podem ser avaliados pelos méto-
dos cléssicos. Tais fatores sdo a origem de
muitos casos de baixa fertilidade proveni-
ente de ejaculados de boa qualidade. O
macho realmente pode influenciar a fe-
cundagiio e é evidente que outras formas
de avaliagdo devem ser desenvolvidas
(Peldez et al., 1999).

O uso de parimetros para predigio da
fertilidade in vivo de um ejaculado em
particular seria de grande valor. Na suino-
cultura, um ejaculado € dividido em mui-
tas doses para inseminagéo artificial, por-
tanto seria economicamente benéfico co-
nhecer a qualidade do sémen antes de sua
utilizagdo (Tardif et al., 1999).

O uso de pardmetros para predigdo de
fertilidade s6 mostrou resultados signifi-
cativos quando o nimero de espermato-
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z6ides por dose foi baixo (0,3x10° spz
/ml) (Tardif et al., 1999). A relagéo entre
nimero de espermatozdides inseminados
e indice de concepgdo foi sugerida por
Den Dass (1992); nesse conceito, aumen-
tando-se o niimero de espermatozdides
vidveis, hd aumento da fertilidade até um
patamar no qual fatores limitantes da po-
pulagio de fémeas tornam-se preponde-
rantes (Linford et al., 1976).

Den Dass (1992) relacionou as diferengas
entre touros no nimero de espermatozdi-
des necessdrios para um patamar maximo
de fertilidade com diferentes concentra-
¢Oes de espermatozdides anormais entre
touros, 0 gue seria compensado por dife-
rentes quantidades de espermatozéides
inseminados. Entretanto alguns touros
subférteis ndo atingem um nivel normal de
fertilidade aumentando-se o nimero de
espermatozdides por dose inseminada.
Levando em consideragio esses dados,
pode-se considerar que existem dois fato-
res maiores responsiveis pela capacidade
reprodutiva dos espermatozéides, chama-
dos fatores compensdveis (aqueles que
respondem em fertilidade a um aumento
do nimero de espermatozéides) e fatores
ndo compensédveis (deficiéncias em quali-
dade do macho que néio respondem ao
aumento do nimero de espermatozéides
inseminados). O sémen de determinados
reprodutores pode conter um ou os dois
fatores em diferentes gradagdes (Saake et
al., 1994).

Linford et al. (1976) também encontraram
uma inadequagio do uso de testes de labo-
ratério isolados para predigiio de fertilida-
de, mas afirmam que limites podem ser
estabelecidos para que partidas de mé
qualidade sejam descartadas. Levando em
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consideragdo o histérico dos testes do
animal na central e a combinagdo de trés
testes laboratoriais (motilidade do ejacu-
lado antes da manipulagdo, nimero de
espermatozdides mortos e de anormais),
conseguiu-se uma predicdo de 60% da
fertilidade, o que foi considerado o méxi-
mo atribufdo a fatores inerentes ao macho.
Em sufnos, além do fator macho, existem
os fatores fémea e inseminador que, em
principio, deveriam contribuir igualmente
na performance reprodutiva de um reba-
nho, mas, observando-se a relagio ma-
cho/fémea e levando-se em consideragio
o tamanho do rebanho e o nimero de do-
ses produzidas semanalmente pelo repro-
dutor, a fertilidade do macho pode chegar
a ser 15 vezes mais importante que a das
fémeas em um rebanho de mil matrizes
(Flowers, 1997).

Em bovinos existem sistemas de classifi-
cagiio reprodutiva por pontos: BSE (Bree-
ding soundness evaluation) e CAP (Clas-
sificagio androlégica por pontos), os
quais sdo utilizados para avaliagdo, diag-
néstico e classificagio de touros Bos tau-
rus e Bos indicus, respectivamente (Vale
Filho, 1997). O exame reprodutivo de
machos suinos, porém, € utilizado apenas
como uma maneira de selegdo e ndo como
uma forma de predi¢do de fertilidade. A
fecundidade de um cachago sé pode ser
realmente verificada apés o conhecimento
do niimero médio de nascidos e da taxa de
parto resultantes dos cruzamentos de que
participou (Decuadro-Hansen, 1999), en-
tretanto o exame reprodutivo pode identi-
ficar os varrBes que devem ser imediata-
mente descartados (Shipley, 1999).
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de cachagos fora das condigdes
ideais de satide, tanto fisica quanto repro-
dutiva, pode trazer grandes prejufzos para
o suinocultor.

O exame androlégico rotineiro de repro-
dutores sufnos é indispensdvel. Esse exa-
me torna possivel a detecgdo precoce de
problemas ffsicos e reprodutivos, levando
em consideragio a curva de produgdo
gamética e os resultados obtidos pelo a-
nimal em outros exames.

A utilizago de vdrios exames simultineos
¢é uma forma de minimizar as dificuldades
de predicio da fertilidade dos exames
reprodutivos.
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7. ANEXO

Tabela 7.1. Avaliagdo de pardmetros seminais: sémen refrigerado (Martin-Rillo et al., 1996)

Recomendagdes de 2x10° spz/dose

Parimetro 24 horas 48 horas 72 horas

Motilidade ¢/ ou sem cafefna  60-100 50-100 50-100

Motilidade ¢/ cafeina 60-100 50-100 50-100

Acrossomas normais 70-100  60-100 50-100

Caudas dobradas 0-4 0-4 0-4

Gotas cit. proximais 0-20 0-20 0-20

Gotas cit. distais 0-30 0-30 0-30

Recomendagdes de 3x10° spz/dose

Parimetro 24 horas 48 horas 72 horas

Motilidade ¢/ ou sem cafeina  30-60 20-50 15-50

Motilidade ¢/ cafefna 40-60 30-50  25-50

Acrossomas normais 50-70 40-50 35-50

Caudas dobradas 0-25 0-25 0-25

Gotas cito. proximais 0-30 0-30  0-30

Gotas cit. distais 0-60 0-60 0-60

Recomendacdes de 6x10° spz/dose

Pardmetro 24 horas 48 horas 72 horas
Motilidade ¢/ ou sem cafefna  10-30 10-20 5-15

Motilidade ¢/ cafefna 20-40 20-30 10-25
Acrossomas normais 30-40 40-60 20-30 30-50 20-30 30-40
Caudas dobradas 25-40 15-25 25-40 15-25 25-40 15-25
Gotas cit. proximais 30-50 20-30 30-50 20-30 30-50 20-30
Gotas cit. distais 60-80 40-60 60-80 40-60 60-80 40-60
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Nio usar as doses

Parimetros 24 horas 48 horas 72 horas
Motilidade ¢/ ou sem cafefna 0-10% 0-10 0

Motilidade ¢/ cafefna 0-20% 0-10 0

Acrossomas normais 0-30% 30-50 0-30 20-40 0-30 25-35
Caudas dobradas >40 30-40 >40 30-40 >40 30-40
Gotas cit. proximais >50 »40 >50 >40 >50 >40
Gotas cit. distais >80 >70 >80 >70 >80 >70
Tabela 7.2. Pardmetros de avaliagdo no sémen fresco gMartin-Rillo et al,, 1996)
Parimetros Nao usar 5x10° spz 4x10° spz 3x10° spz_ 2x10” spz

Motilidade ¢ <60 60-70 70-80 80-90 90

Acrossomas normais <50 50-60 60-70 70-90 90

Caudas dobradas >40 30-40 20-30 5-20 5

Gotas cit. proximais >50 35-50

Gotas cit. distais >80 50-80

Tabela 7.3. Valores minimos para utilizagdo de sémen sufno fresco em inseminag#o artifici-
al (Althouse, 1997)

Varidveis do sémen N#o usar

Aparéncia Leitoso a cremoso (consisténcia) e cinzento/branco a branco (coloragdo)
Espermatozéides totais (ejaculado) >15 x 10° spz/ejaculado

Motilidade (pré-diluigio) >70 %

Acrossomas normais >85 %

Espermatozéides anormais® <20%a

Gotas citoplasméticas <15 %

* Inclui gotas citoplasmiticas
® Inclui gotas proximais e distais

¥
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1. INTRODUGAO

Nos mamiferos machos, com excegdo de
algumas poucas espécies, as gOnadas
deixam a cavidade abdominal passando
pelo canal inguinal para se localizarem
num diverticulo da pele denominado
escroto, como resultado do processo de
descenso testicular. Durante esse processo
formam-se os envoltdrios testiculares
superficiais que sdo continuagbes das
camadas da parede abdominal (Internatio-
nal..., 1973; Klaus-Dieter & Sack, 1994,
Knobil & Neill, 1994).

Entre as estruturas que compdem 0s en-
voltérios testiculares, encontra-se a tinica
vaginal que reveste também o epididimo,
o ducto deferente e o funiculo espermati-
co. Como o peritbnio, do qual é uma
evaginagdo, a tlnica vaginal é formada
por duas ldminas serosas, visceral e parie-
tal, e entre elas uma cavidade, denomina-
da cavidade vaginal. Essa cavidade nor-
malmente contém pequena quantidade de
liquido seroso que, em algumas circuns-
tincias, pode estar aumentada. A este
aumento da quantidade de liquido na
cavidade vaginal dd-se o nome de hidro-
cele (Huggins & Entz, 1931; O’Crowley
& Herzlich, 1944; Ozdilek, 1957; Davis et
al., 1970; Sisson, 1981).

A hidrocele é a massa escrotal benigna
mais comum em homens, acometendo
cerca de 1% dos individuos na idade adul-
ta. Essa colecéio de liquido seroso entre as
duas camadas da tinica vaginal € um
problema que tem recebido considerdvel
aten¢do de andrologistas humanos desde o
inicio do século (Corner & Nitch, 1906;
Bloodgood & Baltimore, 1918; Torraca,
1922; Timossi, 1928; Rinker & Allen,
1951; Jordan, 1955; Jachowski et al.,
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1962). Ja o estudo da hidrocele nos ani-
mais domésticos tem sido escasso e na
maioria das vezes incompleto.

A hidrocele pode ser classificada, basica-
mente, em dois tipos: primdria e secundé-
ria. A hidrocele priméria é aquela em que
o actimulo anormal de liquido seroso
ocorre na auséncia de uma causa detecti-
vel. E também denominada hidrocele
idiopdtica (Torraca, 1922; Huggins &
Entz, 1931; Ozdilek, 1957; Wallace,
1960). J4 a hidrocele secunddria, ou sin-
tomdtica, ocorre em conseqiiéncia de
outras patologias. Alteragdes de origem
inflamatdria, infecciosa e traumitica tém
sido as principais causas citadas na litera-
tura (Saharia et al., 1979; Chen et al.,
1982; Duffey et al., 1982; Velasco et al.,
1988; Knobil & Neill, 1994).

Sobre a fertilidade dos individuos afeta-
dos a literatura é controversa e pouco se
pode afirmar, principalmente quando se
trata da hidrocele idiopdtica. Por outro
lado, nos casos em que a hidrocele é se-
cunddria, patologias associadas podem
prejudicar a espermatogénese, dificultan-
do a andlise dos efeitos isolados da hidro-
cele na reprodugdio (Bhatnagar et al.,
1970; Dandapat et al., 1990; Politoff et
al.,, 1990).

Em garanhdes, tem sido sugerido que o
aumento da temperatura e da pressio
sobre os testiculos, causado pelo liquido
hidrocélico, pode levar & redugdo da es-
permatogénese, com atrofia testicular
sendo um achado comum nos casos de
hidrocele (Fouad, 1980; Cox, 1993). E-
xames androlégicos de rotina, realizados
em haras nos estados de Minas Gerais e
Rio de Janeiro, tém revelado uma ocor-
réncia ndo esperada e relativamente alta
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de casos de hidrocele. Andlises prelimina-
res dos dados ndo evidenciaram diminui-
¢do da fertilidade dos garanhdes acometi-
dos, o que contrasta com a literatura com-
pilada. Além disso, na maioria dos casos
nenhuma causa aparente foi diagnosticada
e a hidrocele foi considerada idiopdtica.
Esses achados foram estimulo para se
empreender este estudo visando contribuir
para o melhor entendimento da hidrocele
nos eqttinos.

2. O LIQUIDO HIDROCELICO

O liquido hidrocélico é seroso, de colora-
¢do amarelada, variando de translicido a
amarelo intenso. Células e proteinas sdo
os componentes mais abundantes do li-
quido, porém o tipo e quantidade variam
conforme as causas da hidrocele. Na lite-
ratura hd consenso de que a fibrose da
tdnica vaginal, observada principalmente
nos casos cronicos de hidrocele, pode
resultar do prolongado contato da tinica
com um liquido rico em proteinas (Bhat-
nagar et al., 1970; Dandapat et al., 1990).

Leucécitos, principalmente polimorfonu-
cleados, sdo os tipos celulares mais fre-
qiientemente encontrados no liquido hi-
drocélico. Além disso, o exame citolGgico
do liquido tem valor diagnéstico podendo
revelar a presenga de células diversas. Sdo
citadas as células tumorais, quando a
hidrocele € secundédria a tumores nos
testiculos, epididimos, funiculo esperma-
tico e seus envoltérios (Chen et al., 1982;
Kotani et al., 1987; Rasmussen & Schro-
der, 1988; Velasco et al., 1988) e a pre-
senca de parasitas, como microfildrias,
nos casos em que a hidrocele é decorrente
da filariose (Malhotra et al., 1985).

Os estudos do padrio de proteinas do
liquido hidrocélico ndio sdo conclusivos.
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A grande variagio do contetido protéico
indica a presenca de diferentes origens do
liquido. A concentragio de protefnas é
elevada, por exemplo nos casos em que a
hidrocele € decorrente de alteragdes obs-
trutivas que levam 2 estase linfdtica (Cho-
pra et al., 1941). De outra forma, o liquido
hidrocélico pode resultar de um processo
de filtragdo dos vasos sangilineos, apre-
sentando dessa forma baixa concentragio
de protefnas (Dagradi & Bertolin, 1954;
Cenciotti & Montella, 1956). Mais recen-
temente, a presenca de TGF-B foi de-
monstrada na forma ativa em amostras de
liquidos provenientes de hidroceles recor-
rentes sugerindo que fatores de cresci-
mento podem estar envolvidos no contro-
le dos processos secretdrios e absortivos
da tdnica vaginal (Sporn et al., 1986; Saha
et al., 1990).

3. CAUSAS DA HIDROCELE

Nas cavidades serosas hd um fluxo cons-
tante de fluidos resultante do equilfbrio
entre 0s processos de secre¢do e absorgdo.
Dai que a hidrocele pode ser formada por
iniimeros fatores que venham a interferir
nesses processos, entre eles, alteragbes
nos sistemas de drenagem sangiiinea e
linfitica (Duffey et al., 1982; Pui et al.,
1983), causas infecciosas e inflamatérias
(Knobil & Neill, 1994), doengas tumorais
(Chen et al., 1982; Kotani et al., 1987;
Rasmussen & Schroder, 1988; Velasco et
al., 1988; Ladds, 1993) e hérnia inguinal
(O'Crowley & Herzlich, 1944; Obncy.
1956; Saharia et al., 1979).

A obstrugdo da drenagem linfitica tem
sido um dos principais fatores citados
como causa da hidrocele. Nos casos de
filariose, a presenga de vermes adultos
nos linfonodos e canais linfiticos e lesdes
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fibréticas obstrutivas irreversfveis dela
decorrentes podem levar ao acimulo de
liquido na cavidade vaginal (Abaru et al.,
1980). Além disso, outras lesdes obstruti-
vas das v1as linféticas, como na doenga de
Hodgkin', s@o também relacionadas. Nes-
te caso, o comprometimento de linfono-
dos aérticos e pélvicos, tanto pela doenga
como por bidpsia ou ablagio cirtirgica, foi
o fator responsével pelo aparecimento de
hidrocele nos pacientes em um intervalo
de 5 meses a 12 anos apés a intervengio
(Duffey et al., 1982; Pui et al., 1983).

A hidrocele também pode estar relaciona-
da com qualquer alteragéio do sistema de
drenagem sangiiinea dos testiculos e epi-
didimos. Reagdes inflamatérias, varicoce-
le das veias testiculares e do plexo pam-
piniforme e intervengdes cirtirgicas da
regido inguinal sdo algumas das causas
citadas (Corner & Nitch, 1906; Bloodgo-
od & Baltimore, 1918; Huggins & Entz,
1931; Dubin & Amelar, 1977; Szabo &
Kessler, 1984).

Em homens, as doengas tumorais dos
testiculos, epididimos, funiculo esperm4-
tico e seus envoltérios podem ser associa-
das a hidrocele. Mesotelioma da tinica
vaginal, linfoma maligno, carcinoma de
c6lon e metdstases testiculares sdo alguns
dos tumores relacionados com hidrocele
(Chen et al., 1982; Kotani et al., 1987;
Rasmussen & Schroder, 1988; Velasco et
al., 1988). O tumor das células de Sertoli,
embora de rara ocorréncia, pode ser ob-
servado no clo, touro, garanhdo, carneiro
e no gato. A extensdio local do tecido
neopldsico, envolvendo as veias testicula-
res e os vasos linfiticos associados, pode

: Neoplasia maligna de células linféides (Rob-
bins Pathologic basis of disease, 5.ed., 1994)
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resultar em quadro de hidrocele nesses
animais (Ladds, 1993).

A presenca de hérnia inguinal, associada a
uma falha no fechamento do anel ingui-
nal, pode ser considerada também como
fator etiolégico para a hidrocele em ho-
mens, uma vez que o fluido peritoneal
pode passar pela abertura remanescente
no anel inguinal e acumular-se na cavida-
de vaginal (O'Crowley & Herzlich, 1944,
Surraco, 1953; Obney, 1956; Saharia et
al., 1979).

Nos primatas, o canal vaginal é pratica-
mente obliterado apds o descenso testicu-
lar. J4 nos animais domésticos, de modo
geral, o anel vaginal permanece aberto
permitindo livre comunicagiio entre as
cavidades peritoneal e vaginal (Ellenport,
- 1981; Sisson, 1981). Dessa forma também
os animais sdo susceptiveis ao acimulo de
liquido na cavidade vaginal, embora, de
acordo com a literatura, seja um achado
raro entre os mamiferos domésticos
(McEntee, 1990; Ladds, 1993).

As causas da hidrocele tém sido estudadas
mais amplamente em homens, de forma
que, considerando as diferengas anatomi-
cas, pouco se pode inferir sobre suas cau-
sas nos animais domésticos. Hérnia ingui-
nal, varicocele, funiculite, orquite, epidi-
dimite e linfadenite sdo patologias conhe-
cidas em animais domésticos, porém
nenhuma correlagfo entre essas patologias
e hidrocele foi observada na literatura
(McEntee, 1990; Thomassian, 1990;
Ladds, 1993).
4. HIDROCELE E FERTILIDADE

Existe controvérsia na literatura quanto a
influéncia da hidrocele na fertilidade.
Maior pressdio sobre os testiculos e au-
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mento da temperatura intra-escrotal, cau-
sados pelo liquido hidrocélico, tém sido
os fatores citados como prejudiciais a
espermatogénese.

Hanley (1955) afirmou que o aumento da
quantidade de liquido na cavidade vaginal
pode levar a elevagio da temperatura
testicular e dessa forma deprimir a esper-
matogénese. Com tratamento cirdrgico
adequado da hidrocele houve 70 a 80% de
melhora da qualidade espermdtica dos
pacientes. A produgdo espermitica com-
prometida e a subfertilidade observadas
antes do tratamento foram atribuidas a
uma falha no processo de termorregulagido
testicular provocada pela hidrocele.

Dandapat et al. (1990) estudaram 120
casos de hidrocele em homens entre 30 e
40 anos de idade e observaram perda
parcial da espermatogénese em 10% e
perda total em 8% dos pacientes. Os auto-
res também observaram relagdo direta
entre duragdo da hidrocele e alterag@es
testiculares e concluiram que hidroceles
de longa duragdo prejudicam a esperma-
togénese e podem levar a subfertilidade
ou infertilidade.

Por outro lado, Bhatnagar et al. (1970)
conclufram que nem os tibulos seminife-
ros nem as células intersticiais sdo afeta-
das pela hidrocele e citam que ndo exis-
tem bases concretas para se acreditar que
o acimulo de fluido na cavidade vaginal
leva & atrofia do epitélio germinativo e a
perdas na espermatogénese.

De fato, a maioria dos achados patol6gi-
cos encontrados nas bidpsias testiculares
de pacientes hidrocélicos foi correlacio-
nada & presenca de patologias preexisten-
tes como criptorquidismo, varicocele e



Cad. Téc. Vet. Zootec., n.36, p.29-38, 2001.

tor¢do do funiculo espermitico, as quais,
independentes de qualquer hidrocele,
podem causar efeitos deletérios & esper-
matogénese (Politoff et al., 1990).

Tem sido sugerido que também nos eqlii-
nos fatores tais como aumento das condi-
¢Oes de pressdo e temperatura dentro do
escroto, causado pelo liquido hidrocélico,
levam a redugdo da espermatogénese
(Cox, 1993; De Vries, 1993), embora
estudos envolvendo a fertilidade de gara-
nhdes com hidrocele nio tenham sido
realizados.

5. HIDROCELE NOS GARANHOES

Os garanhdes sdo susceptiveis ao actimulo
de liquido na cavidade vaginal, o que
pode desenvolver-se de forma aguda ou
cronica (Bolz et al., 1975). De Vries
(1993) relacionou como possiveis fatores
etiolégicos da hidrocele em eqiiinos al-
gumas parasitoses (Strongylus edentatus e
Fasciola hepatica), causas congénitas
como canal inguinal excessivamente aber-
to € causas ambientais como climas quen-
tes. Traumatismos também sio citados
(Cox, 1993).

O estudo da hidrocele em eqilinos sio
raros, principalmente quando se trata dos
efeitos dessa alteragdo na fungio testicu-
lar, de forma que na literatura compulsada
essas informagdes sdo escassas e contradi-
térias. Fouad (1980) descreveu um caso
de hidrocele bilateral em um garanhio de
sete anos de idade, enquanto Abdou et al.
(1984) descreveram outro caso no qual foi
diagnosticada a presenga de hidrocele
unilateral em um garanhéo de cinco anos.
Em ambos os casos o volume do liquido
era bastante acentuado e traumatismos
foram apontados como fatores etiol6gicos

33

\

W y,
possiveis. Nio se fez-nenhuma-thencio
quanto & fungéo reprodutiva dos animais e
a orquiectomia foi realizada como trata-
mento.

De Vries (1993) relatou que a hidrocele
causa desconforto para o cavalo e aumen-
to da temperatura intra-escrotal, embora,
segundo Cox (1993), a hidrocele normal-
mente niio afete o bem-estar do animal.

Com o objetivo de esclarecer se a hidro-
cele interfere ou ndo no potencial repro-
dutivo dos eqiiinos, analisamos 122 exa-
mes androlégicos de 98 garanhdes, 68
deles com hidrocele e 54 sem hidrocele
(Amaral, 1997; Henry et al., 1998). Esse
estudo foi realizado de 1987 a 1995. Os
exames androldgicos inclufram inspegio,
palpag@o e ultra-sonografia do trato geni-
tal, além de coleta e avaliagio de sémen.

Durante o exame androlégico, com exce-
¢lio de trés casos de traumatismo, a maio-
ria dos animais ndo apresentou qualquer
alteragio que pudesse ser relacionada
como causa direta da hidrocele, daf carac-
terizada como idiopética. Em alguns casos
foram observadas aderéncia e fibrose da
tinica vaginal, inversio craniocaudal,
consisténcia flicida e tamanho reduzido
dos testiculos.

Quanto a colegdo de liquido presente na
cavidade vaginal, os casos considerados
como leves e moderados totalizaram a
maioria (81%) dos 68 animais com hidro-
cele. Esses casos foram caracterizados por
uma quantidade de liquido acima daquela
esperada para garanhdes normais, com
pouco ou nenhum aumento de volume
visivel, mas facilmente identificado por
ultra-sonografia e palpagdo do escroto.
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Quanto  libido, os garanhdes com hidro-
cele e os garanhdes controle apresenta-
ram-se bastante semelhantes. Além disso
nenhuma tendéncia de diminuigio da
libido foi observada de acordo com as
categorias de severidade da hidrocele
(leve, moderada e acentuada). Outras
alteragdes de comportamento ou sinais de
desconforto que pudessem ser associadas
com diminuigio da performance reprodu-
tiva também ndio foram observadas entre
os garanhdes com hidrocele.

As caracteristicas seminais foram bastante
semelhantes entre os dois grupos. A pre-
senga de hidrocele ndo interferiu no ni-
mero total de espermatozéides morfologi-
camente normais e com motilidade pro-
gressiva dos garanhdes hidrocélicos,
quando comparados com O grupo contro-
le. Porém, maior porcentagem de esper-
matozdides com cabega piriforme, defei-
tos de pega intermedidria e cauda forte-
mente enrolada foi observada no grupo
com hidrocele. Interessante ressaltar que
entre os garanhdes com grandes hidroce-
les, ou seja, cujo aumento de volume era
bastante acentuado e facilmente observé-
vel & inspegdo dos 6rgdos genitais, alguns
apresentaram mais de 90% de células
normais no ejaculado, embora outros
apresentassem mais de 50% de defeitos
totais no exame morfol6gico do sémen.

Adicionalmente foram colhidas amostras
de liguido hidrocélico ou mediante pun-
¢io da cavidade vaginal dos garanhdes ja
mencionados ou através da abertura da
cavidade vaginal de cavalos com hidroce-
le abatidos em frigorifico. Nestas amos-
tras fez-se dosagem de protefnas totais e
determinagdo do perfil eletroforético em
gel de poliacrilamida. Também foram
analisadas amostras de liquido peritoneal
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provenientes de animais abatidos em
frigorifico. As concentragbes médias de
protefnas totais nos liquidos hidrocélico
(25,05 £ 25,18 mg/ml) e peritoneal (10,51
+ 1,57 mg/ml) foram significativamente
diferentes. A maior variagdo entre as
amostras, tanto na coloragao quanto na
concentragdo de proteinas, foi observada
no liquido hidrocélico e, em alguns casos,
ambos os fluidos apresentavam concen-
tragiio de proteinas totais bastante seme-
Ihante. Quanto ao perfil eletroforético em
gel de poliacrilamida, nenhuma diferenga
entre nimero e intensidade das bandas
pode ser estabelecida entre 08 fluidos.

A temperatura do liquido hidrocélico foi
medida em quatro ocasides imediatamente
ap6s a pungo e variou de 84,5 a355°C
Da mesma forma, a temperatura dos testi-
culos de dois garanhdes com hidrocele foi
medida imediatamente apés a castragao,
introduzindo-se o termdmetro através de
uma pequena incisdo na tinica albuginea.
A temperatura média entre 0s dois testicu-
los de cada animal foi 35,0 e 352°C.
Dessa forma nenhum aumento de tempe-
ratura intra-escrotal pode ser relacionado
A hidrocele nos casos estudados.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

Deve-se enfatizar que, para o propdsito
desse estudo, o nimero de garanhdes com
e sem hidrocele foi similar, o que ndo
deve ser considerado como incidéncia real
nas ragas estudadas, Mangalarga Marcha-
dor e Campolina, embora a ocorréncia de
hidrocele tenha sido aparentemente maior
do que a usualmente encontrada em outras
ragas.

Hidrocele foi observada nos eqiiinos tdo
cedo quanto 13 meses e até 25 anos ou
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mais. A amostra de animais estudada ndo
permitiu concluir se a incidéncia é maior
entre garanhdes mais velhos. Entretanto,
foi possivel perceber uma tendéncia no
aumento da severidade, caracterizado pelo
maior volume de liquido acumulado, com
a idade. Essa mesma tendéncia também
foi observada em homens com hidrocele
(Obney, 1956; Abaru, 1980).

A maioria dos garanhdes envolvidos nes-
se estudo originou-se de regiGes quentes.
Além disso, os animais eram mantidos
quase sempre em baias, com pouco tempo
para exercicio e pastejo em piquetes aber-
tos. Ndo hd ddvida que climas quentes
favorecem o acdmulo de liquido na cavi-
dade vaginal. Isto foi particularmente
mostrado em dois casos, nos quais a hi-
drocele ndo mais foi observada apés os
animais serem removidos para locais de
clima ameno. Porém, ainda ndo est4 claro
se temperaturas mais elevadas favorecem
diretamente o aparecimento de hidrocele
ou se o aumento da "pendulosidade" do
escroto, para dissipagdo de calor no pro-
cesso de termorregulagdo testicular, seria
o fator mediador. De alguma maneira
fatores adicionais predisponentes devem
estar associados, uma vez que nem todos
os garanhdes com escroto pendular man-
tidos em locais quentes apresentam hidro-
cele.

Nos casos em que a hidrocele era secun-
ddria, a torgdo do corddo espermitico, por
inversdo craniocaudal dos testiculos, e a
varicocele do plexo pampiniforme podem
ter comprometido os sistemas dé drena-
gem linfética e sangiifnea dos testiculos,
epididimos e envoltérios testiculares,
levando ao actimulo de liquido na cavida-
de vaginal, conforme proposto em seres
numanos (Corner & Nitch, 1906; Blood-
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good & Baltimore, 1918; Huggins &
Entz, 1931; Hanley, 1955; Dubin & Ame-
lar, 1977, Szabo & Kessler, 1984). Nesses
casos a concentragio de protefnas totais
foi maior no lfquido hidrocélico do que no
liquido peritoneal. Entretanto, porque nem
todos os garanhBes com inversdo de testf-
culos ou com varicocele apresentam hi-
drocele € algo que ainda permanece sem
resposta.

Na maioria dos garanh&es com hidrocele
idiopdtica o volume de fluido acumulado
diminuiu ou mesmo desapareceu em mé-
dia 30 minutos ap6s os animais terem sido
submetidos a exercicios ffsicos. Em todos
eles a hidrocele foi novamente observada
de 12 a 24 horas apés o exercicio. Contra-
¢bes musculares ritmicas, bem como a
participagdo do miisculo cremaster e da
tinica dartos, parecem ter contribufdo
para a drenagem do liquido da cavidade
vaginal para a cavidade peritoneal. Além
disso a semelhanga na concentragio e no
perfil eletroforético das proteinas de am-
bos os liquidos indicou que, em alguns
casos, a hidrocele pode ter sido causada
pela presenga de lfquido peritoneal na
cavidade vaginal.

Quanto 2s causas da hidrocele nos eqti-
nos, as consideragdes feitas acima supor-
tam a hipétese de que o actimulo de liqui-
do na cavidade vaginal néio ¢ ligado ex-
clusivamente a um tnico fator, mas sim a
uma associaglio entre vérios fatores pre-
disponentes.

Tem sido sugerido que a fertilidade de
garanhdes com hidrocele pode estar com-
prometida devido & degeneragfio testicular
induzida pelo aumento da temperatura
intra-escrotal causado pela colegio de
liquido. Porém, em nossos estudos (Ama-
ral, 1997; Henry et al., 1998), a seme-
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lhanga no total de espermatozéides nor-
mais produzidos entre os dois grupos
estudados, a auséncia de correlagdo entre
porcentagem de defeitos e grau de severi-
dade da hidrocele e dados de fertilidade

ndo suportam a afirmago de que a hidro- -

cele em si € prejudicial & espermatogénese
nesses animais.

Alguns garanhdes com hidrocele foram
acompanhados por mais de cinco anos,
com a porcentagem de defeitos totais
sempre menor que 25% e a de motilidade
progressiva maior que 80% durante todo o
perfodo de avaliagio. Também foi consta-
tado nos poucos casos examinados que a
temperatura do liquido hidrocélico e dos
testiculos era similar e estava abaixo da
temperatura corporal, conforme esperado.
Provavelmente nos eqiiinos os mecanis-
mos de termorregulagdio testicular sejam
capazes de compensar os efeitos da cole-
¢do de liquido na cavidade vaginal. Dessa
forma, o aumento da temperatura intra-
escrotal nos animais estudados ndo parece
ter sido um fator mediador entre hidrocele
e degeneragdo testicular.

Nos poucos garanhdes que apresentaram
sinais de degeneragdio testicular, como
observado por alteragdes de consisténcia
dos testiculos e alta porcentagem de defei-
tos no ejaculado, é provdvel que outros
fatores, além da hidrocele, tenham estado
associados.

Sendo assim, nossas conclusGes concor-
daram com as de Politoff et al. (1990)
para seres humanos, ou seja, na auséncia
de outras patologias associadas, a hidroce-
le em si ndo afeta o potencial reprodutivo

do garanhio.
(¢

36

ABARU, DE; McMAHON, JE; MARSHALL, TFC
et al. Tanzania filariasis project: studies on microfi-
laraemia and selected clinical manifestations of
Bancroftian filariasis. Acta Tropica, v.37, p.63-71,
1980.

ABDOU, MSS; MAHFOUZ, MF; RAGAB, RSA.
Hydrocele vaginalis testis equi - Bericht iiber einen
Fall. Mh. Vet.-Med., v.39, p.674. 1984,

AMARAL, D. Hidrocele idiopdtica da cavidade
vaginal em garanhdes e sua influéncia sobre o
comportamento sexual e caracterfsticas seminais.
Belo Horizonte: Escola de Veterindria da UFMG,
1997. 75p. (Dissertagio, Mestrado).

BHATNAGAR, BNS; DUBE, B; SHUKLA, AP.
Testicular histology in tropical vaginal hydrocele.
Int. Surg., v.53, n.3, p.167-170, 1970.

BLOODGOOD, JC; BALTIMORE, MD. A warning
against operations for varicocele on applicants for
enlistment, registrants for the selective draft, and
soldiers. J. Am. Med. Assoc., v.70, p.909-910, 1918,

BOLZ, W; DIETZ, O; SCHLEITER, H et al. Trata-
do de patologia quiriirgica especial para veterinari-
os. Zaragoza: Acribia, 1975. v.1: Enfermedades de
los 6rganos genitales masculinos y hermafroditismo.
p.450-451.

CENCIOTTI, L; MONTELLA, G. Sulla patogenesi
del liquido dell'idrocele attraverso la ricerca elettro-
foretica sulle proteine. Arch. Ital. Urol. Nefrol., v.29,
p.82-88, 1956.

CHEN, KTK; ARHELGER, RB; FLAM, MS et al.
Malignant mesothelioma of tunica vaginalis testis.
Urology, v.20,n.3, p.316-319, 1982.

CHOPRA, RN; GANGULY, SC; RAO, SS. Protein
fractions and other physical properties of hydrocele
fluid. Indian J. Med. Res., v.29, n.l, p.253-257,
1941,

CORNER, EM; NITCH, CAR. The immediate and
remote results of the high operation for varicocele.
Br. Med. J., v.27, p. 191-193, 1906.

COX, JE. Developmental abnormalities of the male
reproductive tract. In: McKinnon, AO, Voss, JL.
Egqiline reproduction. Pennsylvania: Lea & Febiger,
1993. p.901.

DAGRADI, A; BERTOLIN, G. Frazionamento
eletroforetico delle proteine del liquido di idrocele.
Chir. Patol. Spec., v.2, p.477-489, 1954.
DANDAPAT, MC; PADHI, NC; PATRA, AP.
Effect of hydrocele on testis and spermatogenesis.
Br. J. Surg., v.77, p.1293-1294, 1990.



Cad. Téc. Vet. Zootec., n.36, p.29-38, 2001,

DAVIS, JR; LANGFORT, GA; KIRBY, PJ. The
testicular capsule. In: Johnson, AD; Gomes, WR;
Vandemark, NL. The testis. London: Academic
Press, 1970. v.1: p.322-326.

De VRIES, PJ. Diseases of the testes, penis, and
related structures. In: McKinnon, AO; Voss, JL.
Egiiine reproduction. Pennsylvania: Lea & Febiger,
1993. p.883.

DUBIN, L; AMELAR, RD. Varicocelectomy: 986

cases in a twelve-year study. Urology, v.10, n.5,
p.446-449, 1977.

DUFFEY, P; CAMPBELL, EW; WIERNIK, PH.
Hydrocele following treatment for Hodgkin's dis-
ease. Cancer, v.50, p.305-307, 1982.

ELLENPORT, CR. Aparelho urogenital geral. In:
Getty, R. Anatomia dos animais domésticos. 5.ed.
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1981. p.136-
139.

FOUAD, K. Hydrocele vaginalis testis bei einem
Hengst. Tierdrztl. Prax., v.8, p.479-480. 1980,

HANLEY, HG. The surgery of male subfertility.
Ann. Real Coll. Surg. Engl., v.17, p.159-183, 1955.

HENRY, M: AMARAL, D; TAVARES, FF et al.
Hydrocele of the vaginal cavity of stallions. J.
Reprod. Fertil. (submetido).

HUGGINS, CB: ENTZ, FH. Absorption from

normal tunica vaginalis testis, hydrocele and sper-
matocele. J. Urol., v.25, p.447-455, 1931.

INTERNATIONAL Committee on Veterinary
Anatomical Nomenclature. Nomica Anatomica
Veterinaria. 2ed. Viena: Adolph Holzhausen's,
1973.

JACHOWSKI, LA; GONZALEZ-FLORES, B;
LICHTENBERG, F. Filarial etiology of tropical
hydroceles in Puerto Rico. Am. J. Trop. Med., v.11,
p.220-233, 1962.

JORDAN, P. Notes on elephantiasis and hydrocele
due to Wuchereria bancrofti. J. Trop. Med. Hyg.,
v.58, p.113-118, 1955.

KLAUS-DIETER, B: SACK, WO. Anatomy of the
Horse, 2.ed. London: Mosby-Wolfe, 1994. 135p.
KNOBIL, E; NEILL, JD. The physiology of repro-
duction. 2.ed. New York: Raven Press Ltda. 1994.
v.1: The reproductive system: the male. p.1063-
1175

KOTANI, H; SUGIHARA, S; YAMADA, K et al.
Cytologic detection of malignant lymphoma cells in
urine and hydrocele fluid. Acta Cytol., v.31, n.3,
p.362-364, 1987.

37

LADDS, PW. The male genital system. In: Jubb,
KVF; Kennedy, PC; Palmer, N. Pathology of domes-
tic animals. 4.ed. London: Academic Press, 1993,
p.476-478.

MALHOTRA, A; PRASAD, GBKS; HARINATH,
BC. Detection and isolation of filarial antigen from
hydrocoele fluid and its use in diagnosis. Indian J.
Exp. Biol., v.23, p.180-182, 1985.

MCcENTEE, K. Reproductive pathology of domestic
mammals. California: Academic Press, 1990. 401p.
O'CROWLEY, CR; HERZLICH, J. Hydrocele: its
relationship to hernia. Am. J. Surg., v.66, p.157-160,
1944,

OBNEY, N. Hydroceles of the testicle complicating
inguinal hernias. Can. Med. Assoc. J., v.75, p.733-
736, 1956.

OZDILEK, S. The pathogenesis of idiopathic hydro-
cele and a simple operative technique. J. Urol., v.77,
n.2, p.282-284, 1957,

POLITOFF, L; HADZISELIMOVIC, F; HERZOG,

B et al. Does hydrocele affect later fertility? Fertil.
Steril., v.53, n.4, p.700-703, 1990,

PUI, C; WILIMAS, J; THOMPSON, E et al. Hydro-
cele formation in patients with Hodgkin's disease.
Cancer, v.51, p.2301-2303, 1983.

RASMUSSEN, HH; SCHRODER, P. Testicular
hydrocele: an initial sign of colon carcinoma. Acta
Chirurg. Scand., v.154, p.65-66, 1988.

RINKER, JR; ALLEN, L. A lymphatic defect in
hydrocele. Am. Surg., v.17, p.681-686, 1951.

SAHA, PK; KANDA, S; MORIMITSU, H et al.
Transforming growth factor f-like activity in human
hydrocele fluid. Urolog. Res., v.18, p.295-298, 1990.

SAHARIA, PC; BRONSTHER, B; ABRAMS, MW,
Abdominoscrotal hydrocele: case presentation and
review of the literature. J. Pediat. Surg., v.14, n.6,
p.713-714, 1979.

SISSON, S. Aparelho urogenital dos eqiiinos. In:
Getty, R. Anatomia dos animais domésticos. 5.ed.
Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan, 1981. p.501-
502.

SPORN, MB; ROBERTS, AB; WAKEFIELD, LM
et al. Transforming growth factor-B: biological
function and chemical structure. Science, v.233,
n.4763, p.532-534, 1986,

SURRACO, LA. El hidrocele y la hernia inguinal -
el signo del cremaster. Prensa Med. Arg., v.40,n.37,
p.2465-2468, 1953.

SZABO, R; KESSLER, R. Hydrocele following
internal spermatic vein ligation: a retrospective



Amaral et al., Hidrocele...

study and review of the literature. J. Urol., v.132,
p.924-925, 1984,

THOMASSIAN, A. Enfermidades dos cavalos. 2.ed.
Sdo Paulo: Varela, 1990. Afecgdes do aparelho
reprodutor do macho: p.247-262.

TIMOSSI, G. Contributo allo studio della patogenesi
dell'idrocele essenziale. Minerva Med., v.3, p.1073-
1077, 1928.

38

TORRACA, L. 1l potere di assorbimento della tunica
vaginale nell'idrocele. Arch. Ital. Chirurg., v.23,
p.404-420, 1922.

VELASCO, AL; OPHOVEN, J; PRIEST, IR et al.
Paratesticular malignant mesothelioma associated
with abdominoscrotal hydrocele. J. Pediat. Surg.,
v.23,n.11, p.1065-1067, 1988.

WALLACE, AF. Aetiology of the idiopathic hydro-
cele. Br. J. Urol., v.32, p.79-96, 1960.



Cad. Téc. Vet. Zootec., n.36, p.39-44, 2001,

CORTEJO E COPULA
DE EQUINOS

Guilherme Ribeiro Valle
Méd.Vet., ME

José Monteiro da Silva Filho
Med.Vet., DSc., Prof.Adj.

Depto. de Clinica e Cirurgia Veterindrias
Escola de Veterindria da UFMG
Caixa Postal 567
30123-970 Belo Horizonte, MG

SUMARIO

1. Introdugo,

2. Organizagdo social dos eqlinos,
3. Cortejo e cépula,

39

1. INTRODUGAO

O comportamento sexual dos eqilinos é
um vasto campo de estudos, sendo detec-
tados detalhes quase imperceptiveis ao
olho humano a cada estudo. No entanto, o
significado de cada nova observagiio nem
sempre é conhecido.

Uma visdo bastante esclarecedora foi a-
presentada a respeito do efeito da explo-
ragdo intensiva dos animais domésticos
sobre seu comportamento, e as implica-
¢Oes dessas mudangas sobre a produtivi-
dade"'?. A influéncia do homem sobre as-
pectos sociais dos animais como hierar-
quia, territorialidade e extensdo dos gru-
pos sociais provoca desequilibrios, exi-
gindo dos animais “ajustes fisiol6gicos”
na nutrigéio, reprodugdo etc.

Define-se estresse como “a forga que pro-
duz modificagbes em um organismo”, e
que “a resposta orginica ao estresse é a
adaptagiio” (tradugfio nossa). As mudan-
cas fisiolégicas sdo adaptagdes que, quan-
do de curto prazo, sio dirigidas por alte-
ragdes do cértex adrenal e, a longo prazo,
traduzidas por manifestagGes patolégicas
como nas funges reprodutivas (morte
embriondria, por exemplo).

Um grupo estdvel de animais caracteriza-
se por grau de agressividade muito baixo,
regulado pela hierarquia. Porém, quando
se misturam animais de grupos diferentes,
ocorre estresse para estabelecimento de
nova hierarquia social. Finalmente, as
mudangas levam 2 adaptagiio como queda
da eficiéncia reprodutiva, reduzindo a po-
pulagdo, uma solugfio adequada para di-
minuir os conflitos sociais, mas ndo para
os objetivos zootécnicos do homem.
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O sistema de acasalamento dos mamife-
ros, em 90% das espécies, € poligimico,
em contraste com o dos péssaros, em que
90% das espécies sdo monogdmicas. O
sistema adotado por uma espécie depende
das inter-relagdes entre as defesas de terri-
tério e de grupos de fémeas, podendo ha-
ver mais de um sistema dentro do mesmo
grupo de animais da mesma espécie. As-
sim, os sistemas de acasalamento dos
mamiferos sdo os seguintes: monogamia
obrigatéria, monogamia ou poligamia fa-
cultativa, grupo de um tinico macho com
defesa de territério, grupo com mais de
um macho com defesa de territério, grupo
com um tinico macho sem defesa de terri-
tério, grupo com mais de um macho sem
defesa de territério, territérios de acasa-
lamento, haréns ou territérios tempordrios
e machos andarilnos sem formagdo de
grupos de animais ou territoriais.

O cavalo selvagem (Equus caballus) utili-
za o sistema de grupos com mais de um
macho com defesa territorial®. No entan-
to, a literatura descreve a organizagio so-
cial de cavalos selvagens e pOneis com
formag@io de haréns, constituidos por um
garanhdo, duas ou trés éguas e suas crias,
sem delimitagéio territorial”. Por outro
lado, trabalhando com grupos experimen-
tais formados por 20 éguas pbneis e um
garanhdo, ou 60 éguas pbneis e um gara-
nhdo, observou-se que uma fertilidade sa-
tisfatéria era obtida nos grupos de 60 é-
guas (42%), apesar de ser pior que a dos
grupos de 20 éguas (51 e 54%), por um
perfodo de 48 dias. Concluiu-se que a re-
lagio égua:garanhio ideal depende da in-
dividualidade de cada garanh@o'®,
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2. ORGANIZAGAO SOCIAL
DOS EQUINOS

Definem-se trés tipos principais de agru-
pamentos de eqiiinos selvagens: sistema
de harém, o mais comumente encontrado,
no qual um garanhdo estd presente for-
mando um total de dois a 21 ani-
mais/grupo; o agrupamento com miltiplos
machos, tendo sido observados grupos
com 9,3 a 9,6 animais/grupo e o grupo de
machos solteiros, formado por machos jo-
vens e velhos expulsos dos seus grupos de
origem, podendo ser formado por um a 16
machos. O rebanho é formado por vdrios
grupos, com uma hierarquia estabelecida
entre os grupos. Esses grupos ocupam 4-
reas nio exclusivas e sem defesa de terri-
tério, porém pode haver luta entre gara-
nhdes quando dois grupos se encontram,
principalmente se se tratar de grupos de
machos solteiros. O fato de éguas e gara-
nhdes jovens deixarem seus grupos de o-
rigem, na maioria das vezes, 1mpede que
ocorra elevada consangmnldade

Durante dois anos o comportamento soci-
al de eqiiinos selvagens foi observado"”,
verificando-se que se agrupavam em ha-
réns com um ou mais garanhdes, sempre
havendo um garanhdao dominante naque-
les haréns com mais de um macho. Ob-
servou-se que no inverno, devido a escas-
sez de forragem, o contato entre animais
se reduzia, contribuindo para a instabili-
dade do harém. Durante dois invernos
30% dos garanhdes adultos deixaram seus
haréns. Naqueles haréns com virios gara-
nhdes sempre havia o dominante, e os
dominados interagiam com as fémeas
muito menos que o dominante e nunca
copulando.
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Os haréns sdo formados no inicio de cada
estagdo de monta, e as éguas tendem a
pertencer ao mesmo harém da estagiio an-
terior'”,

Afirma-se que em muitas espécies de
mamiferos as fémeas copulam com mais
de um macho durante o estro. Dentre elas
estd 0 Equus caballus, com uma freqiién-
cia considerdvel e ocorréncia de cortejo

antes da cépula””®.

Em rebanhos de 114 e 92 éguas mantidas
com garanhdes, respectivamente, na pri-
mavera e outono, observou-se que os ga-
ranhdes tinham o dobro da atividade se-
xual nos periodos de 6 as 8 horas e de 16
as 18 horas do que no restante do dia™®.

Estudando o papel da visdio, odor e som
nas caracteristicas copulativas de 216 ga-
ranhdes submetidos a éguas ou manequins
artificiais, observou-se que a visdio e o
odor sdo importantes para despertar o de-
sejo sexual em garanhGes jovens, porém,
para garanhdes experientes, qualquer dos
trés sentidos testados sio desnecessdrios
para a c6pula”®. Nesse sentido j4 havia
sido sugerido que o comportamento sexu-
al parecia ser influenciado pela experién-
cia, juntamente com idade e raga dos e-
qitinos"®,

As preferéncias sexuais das éguas foram
avaliadas, e para tal realizou-se um expe-
rimento, em condigdes de estdbulo, no
qual oito éguas foram apresentadas a 30
combinagdes de seis garanhdes, dois a
dois. Eles ndo tinham contato entre si,
mas tinham contato com a égua-teste, a-
presentada a cada um dos garanhdes indi-
vidualmente e, em seguida, deixada livre
para escolher seu preferido. Um total de
320 testes com oito éguas foram realiza-
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dos, por um perfodo de até 120 segundos
cada. Uma forte correlagdo positiva foi
observada entre a preferéncia das éguas,
individual e do rebanho, e o grau de voca-
lizagdo do garanhio, demonstrando que a
comunicagdio vocal tem importante papel
na estrutura social dos eqilinos. Outra im-
portante observagdo foi a de que a maioria
dos sinais de estro era apresentada na pre-
senga do garanhdo preferido, que néo era
0 mesmo para todas as éguas. Tal obser-
vagdo tem grande importincia pritica
quanto aos métodos de detecgdo de cio
por rufido, devendo-se utilizar mais de um
macho para esse trabalho"". Diversos ti-
pos de vocalizagio foram descritos duran-
te o cortejo e a cépula dos eqiiinos®.

Foi observado o comportamento de uma
raga de pbneis de vida livre, na Irlanda,
verificando-se que o garanhdo realizava
diversas montas, algumas com penetra-
¢do, antes da cépula completa com ejacu-
lagdio, e que apds certo intervalo voltava a
copular com a mesma égua®®. Anos ap6s,
foi apresentado um relato mais detalhado,
acrescentando que a postura tipica de es-
tro observada em animais confinados niio
foi observada nesse mesmo rebanho®

3. CORTEJO E COPULA

Utilizando dois haréns compostos cada
um por um garanhio vasectomizado e trés
éguas, Asa et al.'"? observaram diversas
caracterfsticas comportamentais desses
grupos no campo, dentre elas as caracte-
risticas copulativas, enquanto McDon-
nel” apresentou resultados de observa-
¢Oes de haréns naturalmente formados.

Observou-se que a égua em cio separa-se
das companheiras, aproximando-se e a-
companhando o macho, urinando fregiien-
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temente e apresentando-lhe a regido peri-
neal passivamente'”. A égua em inicio de
cio apresenta comportamento pré-
copulativo que pode durar dias, estando
receptiva & distincia, mas agressiva quan-
do o garanhio se aproxima, podendo essa
aproximagdo ser gradual ou repentina. O
garanhdo aproxima-se beliscando a crina,
ombros e flancos da égua, podendo escoi-
ced-la. Em seguida, passa a farejar, lam-
ber, mordiscar e beliscar sua cabega, om-
bros, axilas, ventre, flancos, regido ingui-

nal e perineo, tipicamente nessa ordem",

Ao ter seu perineo inspecionado pelo ga-
ranhdo a fémea urina, e 0 macho apresen-
ta o “reflexo de Flehmen” ao ter contato
com fezes, urina e secregdes vaginais da
égua™ . A monta ¢ precedida de um ré-
pido movimento da cabega do garanhdo
sobre a garupa da égua ", podendo ser di-
retamente na regido posterior ou na lateral
da égua, neste Gltimo caso, com ajusta-
mento logo a seguir”. Durante a monta, 0
garanhio engancha seus membros anterio-
res nas cristas ilfacas da égua, mantendo
sua cabega préxima a sua crina, podendo
mordiscd-la ou mesmo prendé-la com 0s
dentes. A penetragdo normalmente ocorre
ap6s uma ou mais estocadas “de procura”,
e uma vez conseguida, o garanhdo posi-
ciona seus membros posteriores junto aos
da égua™. A penetragiio ocorre em cerca

de dez segundos ap6s a monta‘’.

Antes da eljaculagﬁo ocorrem cerca de sete
estocadas', e 60% dos garanhoes estuda-
dos ejacularam apds cinco a oito estoca-
das vaginais profundas®. A ejaculagio
ocorre com contragdo ritmica dos miscu-
los dos membros posteriores, aumento da
frequiéncia respiratéria, queda da cabega
sobre a crina da égua, um caracteristico
movimento de sobe e desce da cauda, e
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um relaxamento dos miusculos faciais e
queda das orelhas, com expressao seme-
Ihante & da égua”. A égua freqiientemen-
te olha para traz no momento da ejacula-
¢iio, 0 que ocorre cerca de 20 segundos
apés a monta. A descida ocorre em trés
a 15 segundos apés a ejaculagiio, com a
égua movimentando-se para frente.

Ap6s a descida, freqiientemente o gara-
nhido fareja o perineo da égua, com certa
porgio do ejaculado refluido, e secregoes
no solo, e novamente tem o reflexo de
Flehmen" ?, podendo defecar e urinar
sobre essas secreg()es(g’. Muitas vezes a
égua também se interessa pelo refluxo do
ejaculado no solo, e apresenta 0 MESMO
reflexo de Flehmen'".

A maioria dos garanhdes apresenta ere¢do
em um a dois minutos € montam em um
minuto; apesar de as interagdes pré-
copulativas poderem se estender por horas
e dias, a c6pula dura em geral menos de
um minuto. Cerca de 70% dos garanhoes
¢jaculam com uma (nica monta, € 90%

com até duas montas®.

Observou-se que o garanhdo tem prefe-
réncia individual pelas éguas, semelhante
4 ordem hierdrquica do grupo que, alids,
nio tem necessariamente o garanhdo em
primeiro lugar”.

Num experimento em que trés rebanhos
compostos por 20 éguas eram observados
por uma hora, imediatamente apés a in-
trodugdo no curral de um garanhdo em re-
pouso sexual de pelo menos um dia, veri-
ficou-se que quanto maior 0 nimero de
éguas em cio maior a ocorréncia de c6pu-
las repetidas com a mesma égua, sendo
essa ocorréncia (49%) maior que a espe-
rada pelo acaso (30%). Isso pode ser ex-
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plicado, possivelmente, porque as éguas
copuladas apresentam maior atividade,
apresentando-se mais ao garanhio®. O
mesmo resultado foi obtido em outra pes-
quisa®, com 21% de c6pulas repetidas na
mesma égua, quando o esperado seria
11%.

Observou-se também que os sinais mais
explicitos de cio ocorriam entre os dias 6
e 1 pré-ovulag@o, menos aparentes nos di-
as 8 e 7 pré-ovulagdo, no dia da ovulagio,
e um dia pés-ovulagdo, havendo mais cé-
pulas nos dias de cio mais explicito (52%)
que nos outros dias (26%). A proporgio
de c6pulas por €gua em cio entre os dias 6
e 1 pré-ovulagio manteve-se constante
(47-55%). Estas dltimas observagdes de-
monstraram que a menor atividade sexual
da égua implicou em menor nimero de
cépulas e que, ao contrrio do que se i-
maginava em condi¢des de campo, néo hé
tendéncia de maior nimero de cépulas
com éguas cuja ovulagdo estd proxima®,

Uma forma descrita de comportamento
entre éguas poneis € a interferéncia de ou-
tras éguas no relacionamento entre uma
determinada égua e o garanhdo®. Segun-
do as observagdes, a maioria dos casos de
interferéncia no cortejo envolvia agfio di-
reta sobre a égua para manté-la separada
do garanhdo, e a maioria das agressdes
durante a monta tinha como alvo o gara-
nhdo. Na maioria das vezes a égua que in-
terferia estava em estro e agia sobre a é-
gua (73%). Por outro lado, quando ndo es-
tava em estro a interferéncia era direta
contra o garanhdo (92%).
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1. INTRODUGAO

O conhecimento da membrana plasmitica
dos espermatozdéides é ponto inicial para o
€xito nos processos de manipulagio do
sémen, principalmente tratando-se de es-
pécies como a eqiiina e a sufna, as quais
possuem baixa resisténcia dos espermato-
z6ides & manipulagdo extracorpérea. Toda
manipulagio desse tipo, seja para utiliza-
¢do do sémen fresco em IA ou da forma
congelada, produz injirias na célula es-
permatica, dependentes principalmente do
grau de lesdo das membranas.

O conhecimento mais profundo dos fe-
némenos que ocorrem na membrana
plasmética durante os processos fisiolGgi-
cos e durante a manipulagio do sémen
possibilitam ao técnico utilizar, na rotina
de trabalho com IA, procedimentos que
tornardo mais eficiente sua técnica, resul-
tando em maior eficiéncia reprodutiva do
rebanho eqilino.

2. ESTRUTURA E FUNCAO BIO-
QUIMICA BASICA

A estrutura bédsica da membrana plasmati-
ca de qualquer célula é o “mosaico flui-
do”, constituido por dupla camada lipidica
entremeada por moléculas de protefna®",

Os lipidios das membranas sio, em sua
maioria, glico e fosfolipidios, havendo
também colesterol nas membranas de se-
res eucariontes®., Os glico e fosfolipidios
sdo moléculas anfipdticas, ou seja, hidro-
filicas em uma extremidade e hidrofébi-
cas na outra, tendendo a formar estruturas
micelares ou lamelares quando em meio
aquoso e, na membrana plasmadtica, for-
mam uma estrutura lamelar em bicamada
que se fecha em si mesma®*%?,
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Os lipidios das membranas sdo uma bar-
reira eficiente A passagem de substdncias,
estabelécendo os meios intra e extracelu-
lares, enquanto as proteinas integrais e pe-
riféricas exercem quase todas as outras
fungdes dessa estrutura celular, estabele-
cendo poros de comunicagiio entre 0 meio
interno e o externo, e recepgio de outras
moléculas (p.ex., horménios). Estdo em
diferentes proporgdes em cada tipo celu-
lar, dependendo da fungio por ele exerci-
da no organismo. As proteinas represen-
tam em torno de 50% do peso da mem-
brana; porém membranas envolvidas em
transporte de energia, por exemplo, po-
dem possuir até 75% do seu peso em pro-
tefnas™ ' . A manutengdo de concen-
tragbes adequadas intra e extracelulares
de fons como sédio, potdssio, cdlcio e
magnésio é regulada por bombas iGnicas
protéicas presentes nas membranas, e que
de(?endem de ATP intracelular para atu-
ar'”, Os carboidratos da membrana consti-
tuem 2 a 10% do seu peso, e sdo aglicares
aderidos externamente a glicolipidios e
glicoproteinas, sendo importantes no re-
conhecimento intercelular®.

A fluidez da membrana plasmadtica é deter-
minada por sua composigdo lipfdica. Lipi-
dios com cadeias lineares saturadas apresen-
tam maior coaptagdo entre si, assumindo
formas mais densas e apresentando maior
temperatura de fusdo; jd cadeias lineares in-
saturadas proporcionam menor temperatura
de fusdo. Cadeias mais longas interagem en-
tre si mais fortemente que cadeias mais cur-
tas, determinando também maior temperatu-
ra de fusdo. Portanto, & mesma temperatura,
membranas diferentes ou regides diferentes
da mesma membrana podem estar na forma
fluida ou cristalina, dependendo de sua
composigdo Iipfdicam’. Nos seres eucarion-
tes hd colesterol agindo como elemento re-
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gulador da fluidez das membranas, posicio-
nando-se com sua cadeia longa entre as ca-
deias lineares dos fosfolipfdios e interferin-
do na interago entre elas™ ' **’. Porgdes de
membrana que possuem relagio elevada en-
tre colesterol e fosfolipfdios, principalmente
se forem poliinsaturados, sio mais resisten-
tes a mudangas de temperatura. O agrupa-
mento de fosfolipfdios similares em um
mesmo local proporciona, quando do resfri-
amento, mudanga de fase daquela porgdo de
membrana, do estado ligiiido para cristalino,
e o colesterol atua mantendo os fosfolipidios
desagrupados. Uma relagéio entre colesterol
e fosfolipfdios poliinsaturados inferior a 1:2
resulta em agrupamento de fosfolipidios si-
milares e mudanga de fase®.

As moléculas da membrana plasmitica
estdio em constante movimento, sendo este
mais comum na mesma monocamada,
mais répido pelos lipidios e mais lento pe-
las protefnas®. No entanto, quando do
resfriamento, a heterogeneidade lipidica
da membrana faz com que ocorram dreas
fluidas e cristalinas a0 mesmo tempo, ha-
vendo tendéncia de as proteinas se move-
rem em diregio as dreas fluidas, aumen-
tando a permeabilidade naquele local®.

3. FORMAGAO E
DESENVOLVIMENTO

O espermatozéide pode ser dividido em
duas partes morfolégica e funcionalmente
distintas, a cabega e a cauda. A membrana
plasmatica da cabega é subdividida em
trés segmentos, os quais cobrem o acros-
soma, a regido intermedidria ou equatorial
e a regiio pds-acrossémica. Da mesma
forma, a membrana da cauda possui um
segmento que cobre a pesa intermedidria
e outro, a pega principal® ',
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Colesth ol periférica Face

Caral ou poro ume

Figura 1. Diagrama representando a membrana plasmitica com a face externa para
cima. A figura € simplista mas ilustra sua complexidade. Outras membranas do es-
permatozdide sdo similares a esta em natureza, mas nio possuem o arranjo de carboi-
dratos expostos constituindo o glicocdlice. A membrana é constituida por lipides
(principalmente fosfolipides e colesterol) e proteinas (periféricas e integrais). A estru-
tura das proteinas integrais leva a formagio das regides hidrofilica (preto) e hidrof6-
bica (hachurado). As regides hidrofébicas possuem intercalagéio de proteinas no inte-
rior hidréfobo da bicamada lipidica. Grupos de carboidratos (delineados na face su-
perior) provavelmente sdo encontrados somente na superficie extracelular das mem-
branas. Os canais ou poros facilitam o transporte de pequenas moléculas através da
membrana. A cabeca dos grupos de fosfolipides é representada como esfera, embora
‘ealmente ela difira em tamanho e forma, dependendo da natureza das cadeias de acil
acidos graxos. [Zalian, PT. Plasma membrane alterations induced in bovine spermato-
zoa by cryopreservation. Colorado State Univ., 1984. (Thesis, MS)]
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Toda a formaglio da estrutura bédsica da
membrana do espermatozdide se dd du-
rante a espermatogénese, perfodo em que
essas células possuem no citoplasma or-
ganelas essenciais A sfntese, tais como re-
ticulo endoplasmdtico e aparelho de Gol-
gi®. Duas estruturas especializadas da
membrana do espermatozdide sdo forma-
das durante o desenvolvimento inicial da
fase de espermétide, que sdo o anel nucle-
ar, ou anel posterior, que se forma na re-
gido do pescogo da célula e serd o limite
entre a cabega e a pega intermedidria, ¢ o
“annulus”, na extremidade anterior do ca-
nal do flagelo, o qual serd o limite entre a
pega intermediéria e a pega principal. H4
indicios de que o canal do flagelo forma-
se pelo fluxo de citoplasma acompanhan-
do o desenvolvimento do axonema, estru-
tura tubular da cauda, e que vesiculas
membranosas derivadas do aparelho de
Golgi acompanham a formagdo desse ca-
nal, sendo precursoras da membrana
plasmética da pega principal®.

A passagem e maturagiio dos espermato-
z6ides de mamiferos no epididimo € a-
companhada por mudangas na rnorfologxa
gufm:ca de sua membrana plasmﬁnca

, 0 que a torna menos resistente ao
estresse, visto que espermatozdides colhi-
dos dos epididimos de bovinos, sufnos e
ovinos sdo mais resistentes ao choque
térmico que espermatozdides ejaculados
das mesmas espécies”

Durante sua passagem pelo epididimo, o
espermatozdide adquire dcido sidlico na
superficie, 0 que o torna carregado nega-
tivamente, atraindo e adsorvendo protei-
nas em regides bem definidas da mem-
brana. H4 evidéncias de que durante o
trinsito epididimério e a maturagiio es-
permética ocorre aumento da fluidez da
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membrana plasmaética, em decorréncia da
elevagdo do teor de 4cidos graxos insatu-
rados em relagfio aos saturados, ¢ diminu-
igdio da concentrag@o de colesterol”.

Estudaram-se por meio de eletroforese e
citoquimica espermatozdides e material
epididimario de eqiiinos, durante e fora da
estagiio reprodutiva. Nesse estudo obser-
varam que o teor protéico dos espermato-
z6ides acompanhava mudangas nos mes-
mos parimetros em diferentes regides do
epidfidimo, mostrando que a superficie es-
permética do eqiiino sofre extensas modi-
ficagdes durante a maturagio epididimdria
que podem ser relacionadas a teores de
proteinas e glicoproteinas do fluido epidi-
dimdrio. Utilizando, no mesmo trabalho,
marcadores fluorescentes, os autores con-
firmaram uma heterogeneidade de distri-
buigdo de sacarideos na superficie esper-
mética. Apesar de ndo informarem o ni-
mero de animais testados, concluiram que
néo houve diferenga de perfil eletroforéti-
co entre animais, nem entre estagoes re-
produtiva e de repouso sexual ¥

4. PECULIARIDADES DA
MEMBRANA ESPERMATICA

Numa reviséo de literatura feita por Koe-
hler™®, sdo citados diversos estudos vi-
sando determinar diferengas entre regides
da membrana do espermatozéide. Dentre
eles, Kashiwahara el al. (1965) mostraram
que lecitinas aglutinavam espermatozdi-
des e Koehler (1981) demonstrou que esse
processo envolvia interagdes dependentes
dos sacarideos da superficie da membra-
na. A maioria dos dados mostra que mui-
tos glicoconjugados concentram-se na ca-
bega do espermatozdide, diminuindo sua
ocorréncia em diregio & peca principal.
Aguas et al. (1983) observaram que a leci-
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tina do gérmen de trigo concentrava-se na
regido acrossomal do espermatozdide sui-
no, paralelamente 2 distribui¢do de parti-
culas intramembranosas. Na mesma revi-
sdio, sdo citados estudos com anticorpos
especificos para componentes da mem-
brana, como o de Hekman & Rumke
(1974) que revelou cinco diferentes zonas
no espermatozéide humano, e Myles et al.
(1981) que demonstrou quatro regides
distintas na superficie do espermatozéide
do porco-da-india. A revisdo mostra que
os anticorpos ndo apresentam reagao cru-
zada entre as espécies animais, denotando
diferengas de composi¢io de membrana,
conclusdio importante no que se refere a
transferéncia de biotecnologia de uma es-
pécie para outra.

Estudou-se a membrana plasmadtica do es-
permatozdide suino por microscopia ele-
tronica, e foram observadas particulas de
8 a 13nm distribuidas por todo o acros-
soma, exceto na crista marginal, onde se
observavam particulas menores. No anel
posterior observou-se, na face externa da
membrana, finas estriagdes. Numerosas
particulas foram encontradas na regido do
“annulus”, demarcando o limite entre as
pegas intermedidria e principal e, nesta dl-
tima, duas fileiras de particulas organiza-
vam-se longitudinalmente como um ziper.
J4 na pega terminal havia uma distribui-
¢do de nove colunas longitudinais de par-
ticulas. O autor atribui a tal arranjo de
particulas maior rigidez e resisténcia da
estrutura da membrana durante o trans-
porte nos tratos genitais masculino e fe-
minino®, A estrutura em ziper € consti-
tuida por proteinas integrais que tém a
fungdo de manter a membrana intimamen-
te ligada a estrutura fibrosa da pega prin-
cipal®, e também parece cstar associada
ao transporte local de célcio™*
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Na membrana da peca intermedidria do
espermatozdide foram observadas particu-
las em disposigdo circular, sugerindo ha-
ver alguma relagdo com a disposigio cir-
cular das mitocdndrias nessa regido e com
a motilidade espermética’’®.

Estudando a regifio pés-acrossdmica, fo-
ram descritas trés regides distintas na
membrana plasmdtica de espermatozdides
de bovinos, ovinos e suinos, e duas nos de
eqilinos, correlacionadas com zonas de di-
ferentes atividades metabdlicas, assim
como a atividade mecénica de ?rcnder a
cabega A cauda dessas estruturas'

Bioquimicamente, a composi¢io da
membrana espermdtica varia muito entre
espécies. A relagdo entre colesterol e fos-
folipidios na es éc1e ovina é de 0,857,
0,83 na humana''?, 0,36 na eqiiina®, 0,20
na sufna® e oscila entre 0,51 e 0,53 na
bovina™?.,

Dois experimentos distintos estudaram li-
pidios em membranas espermdticas de
coelhos, um deles® demonstrou aumento
na concentragdo de colesterol na regido
acrossomal de coelhos alimentados com
dietas ricas em colesterol, apesar de ndo
ter havido aumento na relagdo coleste-
rol:fosfolipidio na membrana como um
todo, mas apenas uma distribuigiio prefe-
rencial para essa regido. Outro experimen-
to” teve éxito em incorporar lipidios do
meio a membranas espermaticas, havendo
incorporagdo de colesterol seis vezes
maior que a de fosfolipidios, incorrendo
numa elevada relagdo coleste-
rol:fosfolipidio que impediu a reacdo a-
crossomal, ou seja, fusdo das membranas
plasmatica e acrossomal, além de influen-
ciar a atividade catalitica de certas enzi-
mas associadas & membrana. Esse conjun-
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to de alteragdes reduziu o potencial ferti-
lizante das células tratadas. J4 outros au-
tores™® observaram incorporagdo de co-
lesterol e fosfolipidios & membrana do es-
permatozdide bovino a 4°C e 37°C, quan-
do adicionaram gema de ovo ao diluidor;
mas sem alterar sua relagiio na membrana.

Quanto & composigio protéica, glicopro-
teinas da regido flagelar de espermatozéi-
des sufnos foram identificadas como men-
sageiras entre receptores externos e a su-
perficie interna da membrana'’, ATPases
distintas foram encontradas em ovinos"'?
e em trés ragas bovinas, com diferengas
entre i, e observou-se que o total de
aminodcidos presentes na membrana de

sufnos ¢ trés vezes menor que na de bovi-
o0s"®).

Os carboidratos da superficie celular es-
permética sdo carregados negativamente,
atraindo protefnas e glicoprotefnas do
meio externo. Esses elementos formam
verdadeiro glicocdlice na superficie do
espermatozdide, exercendo fungdo pri-
mordial na interagdo entre esta célula e o
ovéeito®, e sdo constituidos basicamente
por 4cido sidlico®.

Observaram-se variagOes nos teores de
sédio, potdssio, cloro, célcio, fésforo,
magnésio, cobre, zinco, ferro e manganés
na superficie de espermatozdides, entre
espécies (touro, cdo, galo, rato) e regides
distintas da célula (cabega, pega interme-
didria, cauda), porém o padrio de distri-
buigdo espaclal foi similar entre as espé-
cies estudadas'

Pela literatura, observa-se que pouco se
sabe a respeito da composigdo bioquimica
especifica do espermatozéide eqilino.
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5. ALTERAGOES OCORRIDAS
AO RESFRIAMENTO

Utilizando microscopia de transmissdo
(TEM), estudaram-se os acrossomas de
espermatozéides de trés garanhdes, cujo
sémen foi submetido a resfriamento a 4°C
ou congelamento, e constatou-se que em
ambos os casos havia alteragdes morfold-
gicas nessas estruturas, e que eram altera-
¢Oes da membrana plasmética e das mem-
branas interna e externa do acrossoma.
Também se verificou que muitas altera-
¢Oes vistas na TEM ndo eram identifica-
da{ss) na microscopia por contraste de fa-
se

Tratando-se de congelamento e desconge-
lamento do sémen eqtiino, diversos pro-
blemas nio observados & temperatura am-
biente (em torno de 22°C) sdo introduzi-
dos com a queda da temperatura. Sdo uma
série de alteragbes, ndo completamente
entendidas e parcialmente irreversiveis,
ocorridas no resfriamento de 20°C para
1°C, chamadas de choque térmico (cold
shock). Esse fendmeno € evidenciado por
grande nimero de espermatozdides com
movimento circular, perda prematura da
motilidade, queda na produgdo de energia,
aumento na permeabilidade da membrana
e perda de fons e moléculas intracelulares.
A extensdo dos danos é dependente da ta-
xa de resfriamento e temperatura final de
armazenamento. Em contraste, o reaque-
cimento é raramente prejudicial®.

Com base em padrdes de motilidade es-
permética apds resfriamento, determinou-
se que, para o sémen eqiino diluido e res-
friado em diluidor a base de leite, o cho-
que térmico ocorre na faixa entre 19°C e
8°C, quando é necessdria uma taxa lent-
de resfriamento para que a membrana -
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nha tempo de se reorganizar, evitando o
choque térmico durante as mudangas de
fase de seus componentes " W,

H4 nas membranas plasmaéticas uma cate-
goria de fosfolipidios cujas cadeias de 4-
cidos graxos sdo muito poliinsaturadas,
fazendo com que eles assumam uma for-
ma cdnica, na qual a base € a extremidade
hidrofébica da molécula. Sob essa forma,
esses fosfolipidios tendem a formar uma
micela invertida, ou forma “hexagonal
I1”, onde as extremidades hidrofébicas
sdo externas (bases dos cones) e as hidro-
filicas internas™ *”, ao contrdrio de uma
micela cldssica, na qual as extremidades
hidrofébicas privam-se do contato com a
dgua, estando voltadas para o interior da
micela®.

Normalmente esse grupo de fosfolipidios
localiza-se ao redor das proteinas intrin-
secas da membrana, o que evita a ocor-
réncia da forma “hexagonal II"" devido ao
impedimento fisico exercido pelas protei-
nas. Entretanto, quando hé resfriamento e
transigdo da forma fluida de determinados
segmentos da membrana para a forma
cristalina, as proteinas se movem para as
regides fluidas remanescentes, aglome-
rando-se nesses locais, permitindo que
ocorra a formagdao da micela invertida,
que pode ser transitéria ou persistir irre-
versivelmente, mesmo ap6s o reaqueci-
mento e retorno da membrana a total for-
ma fluida®”

Por possuirem maior ponto de fusao®?, os
poliinsaturados formadores da micela in-
vertida agrzgam-se em microrregides dis-
tintas, enquanto os outros lipidios e prote-
inas permanecem fluidos a uma mesma
temperatura e, quando do reaquecimento,
essa aglomeragdo faz com que ocorra a
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forma “hexagonal e naquelas microrre-
gides™ 20 produzindo canais hidrofilicos
pelos quais passam fons e pequenas molé-
culas®

Trabalhando com resfriamento de esper-
matozdide ovino, constatou-se queda na
atividade enzimdtica da célcio-ATPase da
membrana plasmadtica, o que se acentuava
em temperaturas inferiores a 22°C, devido
A transi¢io térmica sofrida pelos I:Pfdios
ao redor dos sftios dessa enzima'®'". As
bombas de sédio/potdssio da membrana
plasmédtica dependem de ATP para seu
funcionamento. Assim, como a queda de
temperatura leva a uma produgio inefici-
ente de ATP pela célula, resulta uma des-
polarizagdo da membrana com abertura
dos canais de célcio. Grande quantidade
desse elemento entra para o citoplasma,
ativando as fosfolipases citoplasmdticas,
com conseqilente dano & membrana e au-
mentando sua permeabilidade. Concluiu-
se, portanto, que possivelmente as células
mais resistentes ao resfriamento sdo aque-
las que possuem menor quantidade de li-
pidios capazes de assumir a forma “hexa-
gonal II” e, dessa forma, sio menos de-
pendentes da bomba sédiolpotﬁssm para
controle dos canais de célcio®

A resisténcia ao choque térmico é maior
nas espécies em que a relagio coleste-
rol:fosfolipidio e o teor de dcidos graxos
saturados da membrana espermética sdo
maiores, como nas aves. A membrana do
sufno, por exemplo, apresenta alto teor de
proteinas, baixo teor de colesterol, alto te-
or de glicolipfdios com elevado ponto de
fusio e grande quantidade de fosfolipidios
com tendéncia & formagdo de micela in-
vertida, o que faz com que sofra grandes
perturbagdes de origem térmica. De outra
forma, a membrana espermdtica do galo
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apresenta baixo teor de protefna, teor in- micela invertida, o que lhe confere grande
termedidrio de colesterol, poucos glicoli- resisténcia as mudangas térmicas®”.
pidios e pequena tendéncia 2 formagéo da

Membrana
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ﬁ = Lipide favorecendo a configuragéo em bicamada

ﬂ ~ Lipide n#o favorecendo a configuragdo em bicamada

Figura 2. Esquema representado os provéveis efeitos do resfriamento e reaquecimento na
distribuigiio dos lipides ao redor das protefnas integrais da membrana. A membrana ori-
ginal representa a membrana plasmatica do espermatozéide na coleta seminal; os lipides
tendem a impedir a retengio da bicamada associada com as proteinas integrais da mem-
brana (bloco). Resfriamento a 4°C causa tendéncia de os lipides impedirem a formagéo de
bicamada para ~uportar uma fase de transigéio e agrupam-se num estado de gel; isso for¢a
as proteinas da .nembrana a se agruparem e, associadas aos lipides, tendem a favorecer a
manutengiio da bicamada. Entretanto o agrupamento das proteinas altera o funcionamen-
to da membrana. O reaquecimento a 37°C produz uma membrana que tem associacéo li-
pide-proteina diferente daquela da membrana original, e associagdes lipide-lipide podem
formar configuragdes "hexagonal II". Um retorno completo a configuracio da membrana
original poderd ocorrer somente se a mobilidade dos lipides for suficiente para levar todos
os componentes da membrana a encontrar seus parceiros "originais'. [Adaptado de
Hammerstedt, RH; Graham, JK; Nolan, JP. Cryopreservation of mammalian sperm: what
we ask them to survive. J. Adrol., v.11, p.73-88, 1990]
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento da inseminagio artifi-
cial (IA) e a utilizag@io de tecnologias de
resfriamento, estocagem e transporte de
sémen eqiiino, sem congelar, resultaram
em aumento das oportunidades de comer-
cializagdio para vdrias ragas (Kayser et al.,
1992).

O sémen eqliino resfriado é usado nos
EUA com uma taxa de fertilidade satisfa-
téria (Kayser et al., 1992). Depois que as
associagbes de raga liberaram o seu uso
resfriado e congelado/descongelado existe
a necessidade real de melhorar os méto-
dos de preservagiio do sémen no estado
liquido (Varner et al., 1987), de forma a
se obter boa taxa de prenhez.

Basicamente os métodos de preparagio do
sémen para inseminagdo podem ser divi-
didos em quatro categorias gerais: a) uso
imediato do sémen fresco ap6s a divisdo
do ejaculado em doses inseminantes, b)
preservagdo do sémen diluido em tempe-
ratura ambiente por volta de 6 a 12 horas,
c) resfriamento gradual do sémen diluido
até uma temperatura de estocagem que
pode variar entre 4 e 20°C e armazena-
gem por seis horas a trés dias e d) conge-
lamento do sémen em nitrogénio liquido
(Tischner, 1988). Cada uma dessas cate-
gorias tem vantagens e desvantagens,
cabendo ao médico veterindrio responsd-
vel pelo manejo reprodutivo do haras a
utilizagdo do método que mais convier a
propriedade assistida.

2. INDIVIDUALIDADE
DO GARANHAO

Os procedimentos utilizados para prepa-

-ragdo, colheita, avaliagdo e aplicagdo do
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sémen de garanhdes estdo hoje parcial-
mente definidos, permitindo excluir ou
selecionar determinados animais para
programas de IA. Apesar disso, as células
esperméticas dos animais que alcangam
parimetros espermadticos aceitdveis dife-
rem na habilidade para sobreviver ao
resfriamento, congelamento e desconge-
lamento entre individuos diferentes ou
mesmo entre ejaculados do mesmo indi-
viduo (Pickett & Back, 1973).

A fertilidade de um garanhdo pode ser
influenciada por vdrios fatores: pelo seu
uso, comportamento sexual, momento e
método de cobrigdo e pela fertilidade das
éguas. Sob condi¢des adequadas de mane-
jo, garanhdes subférteis podem chegar a
ter uma taxa razodvel de potros nascidos
por ano. Em contrapartida, garanhdes com
nitido potencial de fertilidade podem
apresentar baixo desempenho reprodutivo
(Hurtgen, 1992). Poucos sdo os garanhdes
que cruzam com um nimero suficiente de
éguas para verdadeiramente se estabelecer
seu nivel de fertilidade (Pickett et al.,
1974).

Apés extensa revisio sobre a influéncia
do garanhdo no processo de criopreserva-
¢do do sémen, Amann & Pickett (1987)
conclufram que tanto a motilidade in vitro
quanto a fertilidade in vivo diferem enor-
memente entre garanhdes e entre ejacula-
dos do mesmo garanhdo. Observaram
ainda que diferengas no plasma seminal
podem ser vm fator que influencia a so-
brevivéncia espermadtica.

O plasma seminal de sete garanhdes com
diferente motilidade apés descongelamen-
to (dois com boa, trés com razodvel e dois
com motilidade espermdtica ruim) foi
avaliado para certos fons, concentragdo de
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proteinas e andlise qualitativa das princi-
pais protefnas. Observaram-se maiores
variagdes em ejaculados de garanhdo do
que entre garanhdes quanto & concentra-
¢do de proteinas, sédio, célcio, fésforo e
cloro (Amann et al., 1987).

O plasma seminal é constituido de vérios
componentes que podem ser estimulantes
ou prejudiciais & motilidade dos esperma-
tozéides. O efeito prejudicial pode ser
reduzido pela diluigdo do sémen em meio
apropriado ou pela remogdo parcial ou
total pela centrifugagio do componente
prejudicial (Jasko et al., 1992a).

3. DILUIDORES UTILIZADOS NO
RESFRIAMENTO DE SEMEN

Os espermatozdides, particularmente de
alguns garanhdes, sdio bastante frigeis
(Pickett, 1993), tendendo a se agruparem
ou se aglutinarem quando ndo dilufdos em
meio adequado. Por isso vdrios autores
tém recomendado a diluigdo do s€men o
mais rdpido possivel apds a colheita (Pic-
kett & Amann, 1987; Loomis, 1992),
visando ndo s6 a inibigdo da aglutinago,
mas também um prolongamento da so-
brevivéncia espermdtica, ou melhoria da
fertilidade do espermatozdide, pelo forne-
cimento de um ambiente mais favordvel
do que o do plasma seminal (Pickett &
Amann, 1987).

Embora o diluidor ideal, capaz de ofere-
cer longevidade méxima 2as células es-
permdticas, ainda esteja por ser formula-
do, um grande nimero de diluidores tem
sido utilizado com esse propdsito. Os
componentes primdrios de um diluidor
sdlo dgua, tampdes e substincias ndo idni-
cas, macromoléculas, agiicares e antibidti-
cos (Silva Filho, 1994).
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Os diluidores tém como fungfo proteger ¢
proldngar a sobrevivéncia dos espermato-
z6ides em condigdes ambientes desfavo-
rdveis, aumentar a viabilidade daqueles de
animais de baixa fertilidade, aumentar o
volume inseminante, possibilitar boa
visualizagdo da motilidade espermitica e
permitir o controle de microrganismos
patogénicos (Pickett, 1993). Deve apre-
sentar uma combinagio apropriada de
nutrientes, sais minerais adequadamente
balanceados, pressio osmética compativel
com a do espermatozéide, elementos
quimicos que neutralizem os catabdlitos
por ele produzidos e substincias que 0
protejam contra mudangas bruscas de
temperatura (choque térmico) (Pickett,
1993).

Desde o inicio da utilizagdo da IA, vérios
diluidores foram desenvolvidos e utiliza-
dos na tentativa de melhorar cada vez
mais a preservagio dos espermatozdides.
Os diluidores se dividem em dois grandes
grupos no que se refere & origem das
macromoléculas:

a) abase de leite e derivados — leite
desnatado aquecido ou nido (Kenney
et al., 1975; Douglas-Hamilton et al.,
1984; Douglas-Hamilton et al., 1987;
Pickett, 1993), creme-gelatina (Hu-
ghes & Loy, 1970; Burns et al.,
1975);

b) abase de gema — Baken (Nishikawa,
1959; Palmer, 1984), glicina-gema
(Berghuis, 1987; de Vries, 1987), lac-
tose-gema (Nagase & Niwa, 1964),
lactose-gema-EDTA (Loomis et al.,
1983; Cristanelli et al., 1985).

H4 pesquisadores que utilizaram os dois
grupos num (nico meio diluidor ou em

combinagio como Karabinus et al. (1991)
e Bedford et al. (1995).

Foram realizados muitos experimentos
comparando a eficiéncia dos diluidores a
base de leite e derivados e & base de gema
(Province et al., 1984; Ferreira, 1993;
Wockener & Colenbrander, 1993; Ribeiro
Filho, 1994). Palmer (1984), apés vérios
experimentos, considerou que para a ob-
tengdo de melhores resultados no manu-
seio do sémen resfriado de eqliinos o
meio 2 base de leite é melhor, comparado
aqueles A base de gema. Entretanto, Fer-
reira (1993), trabalhando com sémen de
jumentos, verificou superioridade do meio
diluidor & base de gema sobre o de leite
desnatado no que se refere a motilidade.

A preparagdo e a utilizagdo do diluidor €
somente um dos muitos passos que podem
influenciar os resultados de fertilidade do
sémen resfriado de garanhdes.

4. TAXA DE DILUICAO, CONCEN-
TRACAO ESPERMATICA DO
SEMEN DILUIDO E VOLUME

INSEMINANTE

O sémen colhido para IA deve ser misty-
rado com diluidores com nutrientes que
prolonguem a longevidade espermitica
quando expostos a condigdes de armaze-
namento in vitro. Embora ainda néo exista
um padrdo especifico de qual diluidor
deva ser utilizado, existem evidéncias
considerdveis de que alta diluigio do
sémen pode provocar efeitos adversos ao
espermatozéide. Este fendmeno é chama-
do “efeito diluigdo”, e tem sido bem ca-
racterizado em vérias espécies (Varner et
al., 1987).
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A taxa de dilui¢@o do sémen é uma vari4-
vel associada a concentragdo espermati-
ca/dose inseminante, devendo sempre ser
considerada quando se pretende estocar o
sémen por um periodo prolongado e man-
ter as caracteristicas de motilidade e ferti-
lidade. A diluigdo tem sido utilizada para
reduzir os efeitos nocivos do plasma se-
minal sobre os espermatozéides, princi-
palmente quando se pretende resfriar e
armazenar o sémen (Silva Filho, 1994),

Segundo Palmer (1984), foram estudadas
diversas taxas de diluicdo em dez ejacula-
dos diluidos em 14 diluidores e resfriados
a 4°C por 24 horas. Os resultados indica-
ram taxa de sobrevivéncia espermdtica,
expressa em motilidade ap6s conservagio,
para diluicBes de 1:2, 1:5, 1:10, 1:20,
respectivamente de 41,2% + 1,5, 54,9% +
1,5,57,2% = 1,5 e 56,4% * 1,5, sendo a
taxa de 1:2 inferior estatisticamente as
demais. Com relagdo a concentragdo da
dose inseminante, a taxa de concepgio
por ciclo ndo diferiu entre 400 milhdes ou
200 milhdes de espermatozéides.

No intuito de melhorar a recuperagio da
motilidade progressiva do sémen diluido,
Webb et al. (1993) preconizam a utiliza-
¢io da concentragdo espermética em torno
de 25 milhdes de espermatozéides ao
invés de 100, 150 ou 200 milhdes de
* células com motilidade progressiva/ml de
ejaculado, embora vérios pesquisadores
acreditem que, para maximizar o nimero
de doses inseminantes por contdiner e
diminuir o volume da dose, a concentra-
gdo Otima seja 100 milhdes de spz/ml,
sendo aceitdvel 50 milhdes. Demick et al.
(1976) relatam que se pode utilizar o
niimero menor de células espermaticas,
desde que se utilize um garanhdo de alta
fertilidade. Afirmam ainda que volume
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inseminante elevado parece ndo ser ne-
cessdrio.

Jasko et al. (1992b) concluiram que néo
hd diferenga significativa entre doses
inseminantes de 250 e 500 milhdes de
espermatozdides com motilidade progres-
siva por dose inseminante, e que volumes
inseminantes de até 50ml, com concentra-
¢do espermdtica acima de 25 milhdes/ml,
ndo apresentaram efeitos adversos a ferti-
lidade. Além disso, considerando-se uma
perda de motilidade aproximada de 50%
pelo resfriamento, um volume de 40ml
pode proporcionar dose inseminante de
500 milhdes de espermatozdides méveis.

Demick et al. (1976), utilizando concen-
tragdes de 100 ou 500 milhdes de esper-
matozdéides/dose inseminante, ndo obser-
varam diferengas entre as taxas de con-
cepgio obtidas, quando o s€men foi utili-
zado em até duas horas de estocagem ou
ap6s a colheita. Entretanto, a adi¢do de
glicerol ao diluidor ou resfriamento e
estocagem do sémen por mais tempo
resultaram em menor taxa de concepgao
quando da utilizagdo de 100 milhdes de
espermatozdide/dose inseminante, compa-
rada a dose de 500 milhGes.

4.1 INFLUENCIA DA TAXA DE
RESFRIAMENTO DO SEMEN

A determinagdo da taxa de resfriamento
ideal para os espermatozdides do eqiiino é
um dos assuntos mais importantes para a
conservacdo da motilidade e da fertilidade
do sémen diluido, resfriado e/ou transpor-
tado. E um assunto complexo que envolve
a individualidade do garanhio, constitui-
¢do da membrana do espermatozdide,
natureza do diluidor utilizado e tempera-
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tura final de armazenamento (Silva Filho,
1994).

Taxas de resfriamento rdpidas (maiores
que 1°C/min), médias (entre 1°C/min e
0,33°C/min) e lentas (menores que
0,33°C/min) foram avaliadas por Dou-
glas-Hamilton et al. (1984) em sémen
diluido a 1:2 com meio de leite em pé
desnatado/glicose, A temperatura final de
5°C. Concluiram que, comparada a taxa
lenta, a taxa rdpida causou maiores danos
a célula espermitica, observados pelo
maior nimero de patologias (principal-
mente de cauda dobrada), menor motili-
dade e maior quantidade de células mortas
ap6s o resfriamento. Os autores observa-
ram efeito significativo da taxa de resfri-
amento sobre a integridade do espermato-
z6ide.

Loomis (1992) relatou que o éxito do
resfriamento de sémen depende da dilui-
¢do adequada, taxas relativamente lentas
de resfriamento e manutengdo em tempe-
raturas especificas. Esses fatores associa-
dos deverdo reduzir o metabolismo es-
permdtico e minimizar as lesGes da mem-
brana, evitando a indugdo prematura da
capacitagdo e/ou reagdo acrossomica.

Kayser et al. (1992) concluiram que o
sémen eqiiino pode ser resfriado rapida-
mente entre 37° e 20°C, mas entre 20° e
5°C deve ser resfriado de forma a se obter
uma curva em que a temperatura seja
reduzida 0,1°C/min ou preferencialmente
0,05°C/min, dessa forma pode-se manter a
viabilidade espermdtica a 5°C, com moti-
lidade em torno de 50%.
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4.2 ALTERACOES OCORRIDAS
DURANTE O RESFRIAMENTO

Tratando do processo de congelamento do
sémen eqiiino, Amann & Pickett (1987)
afirmam que diversos problemas nido
observados & temperatura ambiente (em
torno de 22°C) sdo introduzidos com a
queda da temperatura. S0 uma série de
alteragbes niio completamente entendidas
e parcialmente irreversiveis ocorridas
durante o resfriamento de 20°C a 1°C,
chamadas choque térmico (cold shock). O
fenémeno € identificado por grande ni-
mero de espermatozdides com movimento
circular, perda prematura da motilidade,
queda na produgdo de energia, aumento
da permeabilidade da membrana e perda
de fons e moléculas intracelulares. A
extensio dos danos ocorridos € dependen-
te da taxa de resfriamento e da temperatu-
ra final de armazenamento. Ao contrério,
o reaquecimento é raramente prejudicial,
ou menos danoso a célula espermadtica.

Segundo esses mesmos autores, as bom-
bas de sGdio/potdssio da membrana plas-
mética dependem de ATP para seu fun-
cionamento. Assim, como a queda de
temperatura leva a uma produgdo inefici-
ente de ATP pela célula, resulta numa
despolarizagio da membrana com abertu-
ra dos canais de cdlcio. Grande quantida-
de desse elemento entra para o citoplas-
ma, ativando as fosfolipases citoplasmati-
cas, com conseqiiente dano 2 membrana,
aumentando sua permeabilidade. Conclui-
ram que possivelmente as células mais
resistentes ao resfriamento sdo aquelas
que possuem menor quantidade de lipi-
deos capazes de assumir a forma “hexa-
gonal II”, e assim menos dependentes da
bomba sédio/potdssio para controle dos
canais de cdlcio.
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As mudangas nas propriedades biofisicas,
como resisténcia e potencial da membra-
na, alteram a estrutura e sua funcdo, e isso
€ observado quando a temperatura muda.
Também existe uma correlagdo entre
sensibilidade ao choque térmico e compo-
si¢do lipidica da membrana em esperma-
tozéides de vdrias espécies (Douglas-
Hamilton et al., 1984). A resisténcia ao
choque térmico € maior nas espécies em
que a relagdo colesterol:fosfolipidio e o
teor de dcidos graxos saturados da mem-
brana espermdtica so maiores como nas
aves (Parks & Graham, 1992).

4.3 TEMPERATURA FINAL E
DURAGAO DO ARMAZENAMENTO
DO SEMEN RESFRIADO

O resfriamento a uma taxa apropriada
torna possivel 0 armazenamento do es-
permatozéide eqiiino por um periodo mais
prolongado. Temperaturas de armazena-
mento de 5°C (refrigerador doméstico) e
0°C (dgua congelada) sio convenientes
para a sobrevivéncia espermitica e eco-
nomicamente mais vidveis que outras
temperaturas. As taxas metabélicas au-
mentam com a elevagdo da temperatura, a
menos que agentes quimicos sejam utili-
zados para inibir tais reagdes. Dai que a
redugdo da temperatura seja o principal
meio para diminuir as reagbes quimicas,
estendendo assim a vida fértil do esper-
matozdide (Pickett, 1993).

Moran et al. (1992) realizaram um expe-
rimento no qual diluiram o sémen de oito
garanhdes em diluidor de leite em p6
desnatado—glicose. Cada amostra, conten-
do 25 milhGes de espermatozdides/ml e
estabilizada a 24°C por 15 min, foi resfri-
ada a taxa de -0,7°C/min até 19°C, a

partir daf resfriada a —0,05°C/min até 8°C,.
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e entdo resfriada a taxa rdpida inicial, até
6;4;20u0°C. Ap6s 0, 6, 12, 24, 36 e 48
horas de resfriamento, as caracteristicas
de motilidade foram avaliadas por sistema
computadorizado, e os melhores resulta-
dos foram obtidos nas temperaturas finais
de 4°C e 6°C. Enfatizam a necessidade de
se levar em conta a individualidade do
garanhdo ao se definir o uso de qualquer
esquema de resfriamento de sémen.

Basicamente existem duas escolas de
pensamento em relagfio a taxa de resfria-
mento e temperatura de armazenamento
para sémen eqilino utilizado apés uma
hora da coleta. Uma delas prop&e rdpido
resfriamento e estocagem a 20°C; a outra,
taxa de resfriamento lenta e armazena-
mento a 5°C (Zidane et al., 1991).

A duragdo da viabilidade espermética é
melhorada provavelmente pela estocagem
em temperaturas mais baixas, devido 2
redugdo na atividade metabdlica. A capa-
cidade fertilizante do espermatozdide é
mantida por pelo menos 24 a 48 horas
quando o sémen diluido é mantido esto-
cado numa temperatura entre 20°C e 5°C
(Varner, 1991).

Ebertus (1963) obteve sobrevivéncia
espermética de 9-10 dias, armazenando o
sémen de dois garanhdes a 2-4°C, diluido
em diluidor de glicose-gema-leite de
vaca esterilizado, e motilidade progressi-
va de 50% as 48 horas na maioria dos
ejaculados.

Clay et al. (1984) conclufram que o pro-
blema da preservagdo do sémen resfriado
parece ndo estar associado apenas ao
processo de resfriamento em si, mas tam-
bém ao efeito latente que ele provoca na
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fertilidade do espermatozéide, expresso
horas apés, e ainda que a queda da fertili-
dade ndo se reflete necessariamente em
queda de motilidade espermdtica. Além
disso afirmam que melhor fertilidade
pode ser obtida reduzindo-se o teor de
gema de ovo dos diluidores, utilizando
diluidores de leite ou reduzindo ligeira-
mente a temperatura abaixo de 5°C.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

O sucesso da preservagio espermdtica
pelo resfriamento é dependente de fatores
como ambiente adequado (diluidor), taxa
de resfriamento relativamente lenta e
temperatura de manutengio que reduza o
metabolismo espermdtico, minimize os
danos & membrana plasmética e ndo per-
mita a ocorréncia prematura do fenémeno
da capacitagdo. No intuito de melhorar as
caracteristicas de fertilidade do sémen
resfriado e a taxa de prenhez, deve-se ter
sempre em mente a variagdo entre gara-
nhoes.
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1. INTRODUGAO

A primeira prenhez advinda da utilizagdo
de sémen eqllino congelado foi relatada
no ano de 1975 por Barker & Gandier
(Amann & Pickett, 1987). Mas o uso do
sémen congelado ainda é bastante limita-
do, em parte pelas diferengas individuais
existentes entre garanhdes e entre ejacu-
lados do mesmo individuo, e também pela
reduzida capacidade do espermatozéide
eqliino em tolerar os processos de conge-
lamento e descongelamento, o que resulta
na pequena viabilidade das células esper-
méticas no trato reprodutivo da fémea
(Aurich et al., 1996; Denniston et al.,
1997; Vidament et al., 1997) e, conse-
qiientemente, baixa taxa de prenhez.

Segundo Parks & Graham (1992), a redu-
zida fertilidade do sémen congelado é
atribuida a alteragdes de estrutura e fun-
¢do da membrana plasmética durante o
resfriamento, congelamento e desconge-
lamento. A natureza dos danos causados &
membrana plasmética durante a redugéo
de temperatura ainda permanece sem
muitos esclarecimentos. Mas, de acordo
com Denniston et al. (1997), o espermato-
z6ide eqllino é muito sensivel ao choque
térmico.

Volkmann (1987) relatou um dos maiores
indices de prenhez ao primeiro ciclo
(55%) com a utilizagdo de sémen conge-
lado com motilidade progressiva de 40%
apés descongelamento, semelhante ao
encontrado por Cristanelli et al. (1984).

Porém a técnica de congelamento ndo
apresenta apenas desvantagens. A primei-
ra grande vantagem dessa tecnologia é
propiciar que a colheita e o processamen-
to do sémen sejam realizados durante todo
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o ano, mesmo fora da estagdo de monta,
permitindo o transporte do sémen a longas
distincias. Outra vantagem é diminuir os
custos e o estresse de locomogiio das
éguas. Permite também que elas sejam
inseminadas quando os garanhdes estdo
afastados, seja em provas hipicas, eventos
ou doentes e até mesmo depois de mortos.
Também reduz a utilizag@io de garanhdes
geneticamente inferiores (Jasko, 1994;
Graham, 1996; McKinnon, 1996).

A criopreservagdo € uma técnica que
requer diluigdo, centrifugacdo, resfria-
mento, envasamento, congelamento e
descongelamento do sémen. O sucesso da
técnica depende de estudos sobre os danos
que cada etapa dessas pode causar & célu-
la espermética, de forma que esses danos
possam ser controlados (Heitland et al.,
1996).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 COLHEITA DE SEMEN

Nos programas de inseminagfio artificial,
as colheitas de sémen sdo realizadas com
auxilio de vagina artificial. Utiliza-se
como manequim uma égua em cio natural
ou em estro induzido pela administragéo
intramuscular de estrégeno (Guay et al.,
1981).

De acordo com Cristanelli et al. (1984), a
colheita de sémen deve ser realizada a
cada trés dias. Samper et al. (1991) pre-
conizam intervalos de dois dias, utilizan-
do vagina artificial modelo “Missouri”. J4
Tischner (1979), Jasko (1994) e Graham
(1996) afirmam que se pode colher apenas
a fragdo rica em espermatozéides, livre de
gel, com a utilizagdo de vagina artificial
de fundo aberto.
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A colheita em intervalos regulares mini-
miza o estresse e pode contribuir para
diminuir as variagdes entre colheitas de
sémen do mesmo garanhiio (Samper et al.,
1991).

De acordo com Jasko (1994), depois da
colheita, o sémen deverd ser avaliado
quanto a motilidade e concentragiio es-
permética. Ejaculados com motilidade
progressiva abaixo de 50% e concentra-
¢do menor do que 60 milhdes de esperma-
tozéides/ml apds diluigdo, sdio indesejé-
veis nos programas de congelamento.

2.2 CENTRIFUGAGAO

A centrifugacio ou colheita da fragdo rica
em espermatozéides, livre do gel, tem
duas finalidades: a eliminagio de quase
todo o plasma seminal e a obtengdo de
alta concentragdo de espermatozéides
(Amann & Pickett, 1987). Para Nishikawa
(1975), a remogdo do plasma seminal
antes do congelamento ajuda a manter a
motilidade do espermatozdide apds o
descongelamento e uma das razbes €
porque o plasma seminal é prejudicial por
causa da alta concentragéio de cloreto de
sédio nele presente. A diluigdo do sémen
antes da centrifugagio e da remogio do
plasma seminal parece necessdria para
prolongar a viabilidade espermética du-
rante a estocagem (Pickett et al., 1975;
Martin et al., 1979).

Infelizmente o processo de centrifugagdo
para remogdo do plasma ndo € indcuo,
podendo reduzir a motilidade espermati-
ca. Os efeitos deletérios desse procedi-
mento podem ser minimizados com a
utilizagio de forga centrifuga reduzida e
dilui¢do do sémen (Pickett et al.,, 1975;
Guay, 1981; Amann & Pickett, 1987).
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De acordo com Pickett et al. (1975) dilui-
¢Oes maiores ou menores do que 1:4 (uma
parte de sémen para quatro de diluente),
reduzem a motilidade do espermatozéide.
Segundo McKinnon (1996), diluigdes de
até 1:20 ndo sdo prejudiciais, porém mai-
ores que isso comprometem a fertilidade.

A maioria dos autores que estudam a
congelabilidade do sémen eqilino concor-
da em utilizar dois diluentes no processo
de congelamento. Um para ser misturado
ao sémen que serd centrifugado e outro
para diluir o precipitado apés a centrifu-
gagdo e para congelar o sémen. Martin et
al. (1979), Graham (1996) e Silva et al.
(1997) utilizaram um meio 4 base de
glicose-EDTA na centrifugagéio; outros
como Cochran et al. (1984) e Cristanelli
et al. (1984) utilizaram citrato-EDTA.
Denniston et al. (1997) optaram pelo E-Z
Mixin, e McKinnon (1996) preconiza a
utilizag@o de dois diluentes de centrifuga-
¢do: um 2 base de glicose-EDTA e outro
de citrato-EDTA,; j4 Heitland et al. (1996)
utilizaram um meio 4 base de Hepes-
HBS.

Segundo Amann & Pickett (1987), a mai-
oria dos pesquisadores relata que para
precipitar um ejaculado é desnecessdria
uma forga gravitacional alta e um tempo
maior do que 10 a 15 minutos. A centri-
fugagdo com forga gravitacional de 370 a
829G ndo teve efeito prejudicial sobre a
motilidade espermitica antes do congela-
mento ou pds-descongelamento, quando a
concentragdo de plasma seminal do ejacu-
lado era mantida em torno de 10% (Pic-
kett et al., 1975).

A centrifugagio do ejaculado, quando
colocado em tubos graduados de 15 ou
50ml, com forga centrifuga de 400 a
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550G, durante 14 a 16 minutos, permite
adequada recuperagdo dos espermatozdi-
des sem induzir mudangas prejudiciais a
motilidade espermética (Cochran et al.,
1984; Cristanelli et al., 1984; Heitland et
al., 1996; McKinnon, 1996). Martin et al.
(1979) utilizaram forga centrifuga de
100G por 5 minutos e ndao observaram
resultado negativo sobre a motilidade.

A dilui¢do apds centrifugagdo num dilu-
ente & base de leite que deixou em torno
de 20% de plasma seminal ndo alterou a
motilidade espermética antes do congela-
mento ou apés o descongelamento. Con-
centragdes de plasma seminal acima dessa
ou muito abaixo reduzem a motilidade
espermdtica. Diluentes & base de gema de
ovo, dependendo da proporgdo utilizada,
podem ser prejudiciais & motilidade no
processo de centrifugagdo do sémen eqili-
no e também para a fertilidade no conge-
lamento do sémen bovino (Pickett et al.,
1975).

A porcentagem de espermatozdides mo-
veis antes da centrifugagdo deve ser simi-
lar aquela apds centrifugagdo, sendo acei-
tdvel uma perda de motilidade em torno
de 10%. Se a porcentagem de espermato-
z6ides mdveis pds-centrifugagio for sig- -
nificativamente menor, a forga gravita-
cional, a duragdo da centrifugagio e o
diluente devem ser alterados (Amann &
Picket, 1987).

2.3 CRIOPROTEGAO

Os crioprotetores sdo essenciais aos dilu-
entes de sémen utilizados no processo de
congelamento (Gilmore et al.,, 1997).
Podem ser classificados como permeantes
e ndo permeantes a depender da habilida-
de em penetrar ou ndo a célula espermdti-
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ca (Jasko, 1994). A maioria dos crioprote-
tores permeantes serve de solvente e solu-
to. Enquanto os ndo permeantes, incluin-
do proteinas, lipidios e agiicares, sdo solu-
tos ou coldides e ndo servem como sol-
vente (McKinnon, 1996).

Os agentes crioprotetores tém agdo tanto
mediante propriedades coligativas, man-
tendo a concentragdo do soluto dentro e
fora da célula tolerdvel por ela (agentes
crioprotetores permeantes), quanto pela
desidratagdo parcial da célula, estabili-
zando a membrana celular (agentes crio-
protetores ndo permeantes), ou ambas
(Graham, 1996; Gilmore et al.,1997).

A célula, colocada numa solugdo hipe-
rosmética em relagdo ao agente crioprote-
tor permeante e isotdnica & permeabilida-
de dos sais, desidrata-se por causa do
efluxo osmético de &gua intracelular.
Uma vez penetrada pelo soluto e depois
pela dgua a célula retomard seu volume
anterior. A mesma célula com alta con-
centraglo de soluto intracelular, exposta a
uma solugdo isotdnica, aumenta o volume
devido ao influxo osmético do meio ex-
tracelular e depois diminui, & medida que
o crioprotetor e a dgua difundem-se para
fora da célula (Gao et al., 1995; Gilmore
et al., 1997). O congelamento, alterando a
temperatura do meio onde esté a célula, e
o estresse osmético provocado pelos a-
gentes crioprotetores permeantes induzem
danos irreversiveis na membrana (Gilmo-
re et al., 1997).

Desde a descoberta das propriedades
crioprotetoras do glicerol, este agente
permeante tem sido usado para preservar
o sémen em baixas temperaturas (Guay et
al., 1981; Parks & Graham, 1992). Mc-
Kinnon (1996) relatou que crioprotetores
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permeantes como o dimetilsulféxido
(DMSO) e o propilenoglicol também sido
usados no congelamento de células como
odcitos, embrides e outras. Guay et al.
(1981) afirmam que, para sobreviver em
temperaturas baixas, o ejaculado deve ser
separado do plasma seminal e novamente
suspenso em diluente contendo glicerol e
glicose.

A concentragdo 6tima do glicerol, segun-
do Watson (1995), estd entre 1 e 2M, mas
a utilizac@o da solugdo a 0,5M minimiza
os efeitos téxicos das altas concentragdes
de glicerol na célula. Segundo Amann &
Pickett (1987), a concentragdo ideal do
glicerol varia entre 3% e 4%. Por sua vez,
Watson (1995) afirma que esses niveis do
crioprotetor € eficiente para preservar a
motilidade, porém, para minimizar danos
ao acrossoma, sdio necessdrias concentra-
¢Oes menores que 1% ou 2%. Cochran et
al. (1984), utilizando o diluente lactose-
EDTA-gema de ovo no congelamento,
verificaram que o glicerol a 4% mostra-se
superior as concentragdes de 2% ou 6%.

O glicerol atua sobre a membrana do
espermatozdide alterando sua permeabili-
dade a dgua e fons. Seu uso € essencial a
sobrevivéncia espermética durante o con-
gelamento, mas em altas concentragdes é
prejudicial & fertilidade (Jasko, 1994) e
téxico ao espermatozéide (Graham,
1996). O glicerol deprime a fertilidade
espermadtica, mais ainda ndo foi encontra-
da outra alternativa vidvel para sua substi-
tuigdo (Guay et al., 1981). Existem estu-
dos com DMSO, 1,2-propanediol, buta-
nediol e acetamida, no entanto, nenhum
desses agentes crioprotetores permeantes
substitui o glicerol na preservagio de
espermatozdides congelados de mamife-
ros (Watson, 1995).
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Os crioprotetores ndo permeantes atuam
inativando nicleos de gelo no espago
extracelular e induzindo rdpida purifica-
¢lo de cristais de gelo durante o cresci-
mento, o que resulta em limitagio do
tamanho desses cristais, evitando danos
fisicos & membrana (Dumoulin et al.,
1994).

Autores como Jasko (1994) e McKinnon
(1996) afirmam que vérias substincias
atuam como crioprotetores ndo permean-
tes, incluindo proteinas do leite e da gema
de ovo, agiicares como frutose, lactose,
manose, rafinose e trealose, polimeros
como a polivinilpirrolidona, metilcelulose
¢ amido. Segundo Graham (1996), outros
componentes dos diluentes para criopre-
servacdo sdo EDTA, detergentes e antibi-
6ticos.

Segundo Arns et al. (1987), é possivel que
exista interagdio entre os agticares do dilu-
ente ¢ a membrana do espermatozéide.
Ainda segundo estes autores, ndo existe
diferenga significativa entre a utilizagdo
de dissacarideos (lactose e sacarose) e
trissacarideos (raffinose) na habilidade de
recuperar os espermatozéides da espécie
eqilina submetidos a criopreservagio.

Os diluentes utilizados na criopreservagio
possuem lipidios e lipoprotefnas no intui-
to de proteger os espermatozéides do
choque térmico e a membrana espermati-
ca no congelamento-descongelamento
(Jasko, 1994). A gema de ovo entre 1% e
20%, sozinha ou combinada com leite, &
rica em fosfolipidios e lipoproteinas e
utilizada na rotina do congelamento de
sémen (Graham, 1996).

Palmer (1984), apés vérios experimentos,
considerou que para a obtengio de melho-
res resultados no manuseio do sémen
resfriado eqilino, 0 meio & base de leite é
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melhor, quando comparado aqueles & base
de gema. Por outro lado, a grande maioria
dos autores aqui citados defende a gema
de ovo como protetora dos espermatozdi-
des durante o congelamento. Angola &
Quintero (1996) verificaram motilidade
méxima de 29,39% ap6s descongelamen-
to com a utilizagdo de meio & base de
gema. Sua substitui¢do por componentes
protéicos como soro eqilino, soro bovino
e albumina sérica bovina produziu efeitos
indesejdveis sobre a motilidade apés des-
congelamento, com indice de 0%.

2.4 CONGELAMENTO

O grande prejuizo que o congelamento
acarreta & célula é a ruptura da membrana,
principalmente devido a alteragdes térmi-
cas, mecdnicas, quimicas e ao estresse
osmético. Os danos sdo atribuidos a desi-
dratagdo celular e formagdo intracelular
de cristais de gelo (Parks & Graham,
1992).

De acordo com Amann & Pickett (1987),
é evidente que a redugiio da temperatura
abaixo de 37°C, e especialmente abaixo
de 20°C, induz inimeras mudangas na
natureza espermdtica. O resfriamento
répido até 1°C acarreta uma série de pre-
Jjuizos ao espermatozéide em comparagio
com o resfriamento lento.

O resfriamento rdpido do sémen eqilino
até 5°C induz algumas mudangas na célu-
la espermdtica como movimento circular
fechado ou para trds, perda de motilidade,
danos ao acrossoma, danos & membrana
plasmética, redugdo do metabolismo e
perda de componentes intracelulares,
essas alteragbes em conjunto sédo denomi-
nadas choque térmico (McKinnon, 1996).
Tais efeitos podem ser minimizados pelo



Cad. Téc. Vet. Zootec., n.36, p.62-70, 2001.

controle da curva de resfriamento entre as
temperaturas criticas de 19°C e 8°C (Wat-
son, 1995; Graham, 1996).

O problema da criopreservagdo ndo estd
na habilidade do espermatozdide em man-
ter-se vidvel a4 temperatura de -196°C,
mas sim nos danos que a célula sofre
durante o resfriamento e o descongela-
mento, numa faixa de temperatura inter-
mediéria entre -15°C e -60°C (Amann &
Pickett, 1987; Parks & Graham, 1992). O
resfriamento rdpido do sémen eqiiino
entre 20°C e 5°C predispde o espermato-
z6ide ao choque térmico. Nessa faixa
critica de temperatura o sémen deve ser
resfriado lentamente (McKinnon, 1996).

De acordo com Jasko (1994), o sémen
eqilino deve ser submetido previamente a
uma curva de resfriamento com duragdo
de duas a trés horas, envasado e subse-
qlientemente colocado no vapor de nitro-
génio liquido para iniciar o congelamento.

Viérios experimentos com o0 espermato-
zéide eqilino em diluente & base de leite
confirmam que entre 37°C e 19°C o meio
pode ser resfriado rapidamente (-0,7°C
/min) sem prejudicar a motilidade esper-
madtica. Entre 19°C e 8°C, a curva de
resfriamento deverd ser lenta (-0,05°C
/min), para evitar perda de motilidade.
Depois de atingida a temperatura de 8°C,
o sémen pode ser resfriado rapidamente,
sem prejudicar a célula. A curva apropri-
ada para o espermatozdide eqiiino deve
ser tal que produza uma queda de 0,08°C
/min entre as temperaturas de 20°C e
12°C (McKinnon, 1996).

O resfriamento moderadamente rdpido
(25°C a 40°C/min) provoca desidratagdo
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celular. Se o congelamento é lento, causa
danos 2 célula devido a altas concentra-
¢Oes de soluto intracelular durante o pro-
cesso. Quando o espermatozdide é resfri-
ado muito répido (60°C/min) pode ocorrer
o fendmeno da recristalizagdo apds o
descongelamento, com formagdo de gran-
des cristais de gelo que provocam danos
fisicos & célula (Graham, 1996). Tischner
(1979), estudando vérios métodos de
congelamento, relatou diferengas entre
garanhdes em relagdo ao congelamento
lento, enfatiza também a necessidade de
selecionar animais cujo sémen pode ser
bem congelado e descongelado.

Depois de resfriado, o sémen deve ser
envasado e submetido ao congelamento
rdpido. Com a utilizaglio de palheta de
0,5ml, o sémen envasado e resfriado deve
permanecer durante 10 minutos sob vapor
de nitrogénio liquido; caso as palhetas
sejam de 5ml, o tempo recomendado € de
20 minutos. Apds esse prazo de equili-
brio, as palhetas sdo mergulhadas no
nitrogénio liquido e estocadas em botijdes
de sémen (Jasko, 1994).

O resfriamento e a criopreservagio deses-
tabilizam as membranas esperméticas e
consequentemente induzem reagéo acros-
sOmica prematura, diminuindo a vida qtil
do espermatozéide no trato reprodutivo
feminino e a fertilidade na inseminagéo
artificial (Watson, 1995).

2.5 DESCONGELAMENTO

Evidéncias sugerem que as células esper-
méticas congeladas podem sofrer danos
fisicos durante o descongelamento devido
a recristalizagdo, processo que ocorre
quando cristais microscépicos de gelo
formam outros maiores apds o desconge-
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lamento (Watson, 1995).

Alguns' fatores influenciam o desconge-
lamento, dentre eles as caracterfsticas do
tipo de envase, quanto a condutividade de
calor e espessura da parede, e a tempera-
tura da dgua do banho-maria (Amann &
Pickett, 1987). O descongelamento pode
ser de diferentes maneiras, dependendo do
envasamento e do processo de congela-
mento propriamente dito (Cochran et al.,
1984). Aqueles utilizando uma curva
rdpida exige descongelamento rdpido,
outros realizados com uma curva lenta,
descongelamento lento (Graham, 1996).

O sémen congelado em péletes é descon-
gelado em diluente especial, previamente
aquecido a 40°C, Os acondicionados em
palhetas pldsticas de 1ml sdo descongela-
dos pela imersio das palhetas em dgua a
4°C (Amann & Pickett, 1987).

O descongelamento em banho-maria a
75°C, durante 7 a 10 segundos, seguido
de imersdio em banho-maria a 37°C, é
recomendado pela maioria dos pesquisa-
dores, porém com duas limitagdes: cada
palheta deverd ser transferida rapidamente
do botijio de sémen para o banho-maria,
individualmente, e o tipo de material
usado na fabricagiio da palheta deve ser
conhecido, pois a condutividade do calor
numa palheta de PVC (cloridrato de poli-
vinila) ou de PP (polipropileno) néo é a
mesma. Para palhetas de PVC, sdo neces-
sdrios apenas 7 segundos em banho-maria
a 75°C (a exposigdo durante 10 ou 11
segundos provoca o rompimento da pa-
lheta), enquanto para a de PP, 10 segun-
dos é o tempo 6timo (Cochran et al.,
1984; Amann & Pickett, 1987).

Tem sido recomendado que o sémen en-
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vasado em palhetas pldsticas de 4ml (ma-
crotubos) seja descongelado pela imersdo
das palhetas em dgua a 50°C por 40 ou 45
segundos (Amann & Pickett, 1987).

Atualmente o sémen de garanhdo tem sido
preferencialmente envasado em palhetas
de 0,5ml, por apresentar melhores resul-
tados, devendo ser descongelado em ba-
nho-maria a 37°C por 30 segundos (Coc-
hran et al., 1984; Cristanelli et al., 1984;
Amann & Pickett, 1987).

No descongelamento, crioprotetores per-
meantes como o glicerol podem ser remo-
vidos com diluentes 2 base de leite e/ou
gema, ou inseminar a amostra desconge-
lada sem diluir, para que a diluigio ocorra
nos fluidos do trato genital feminino
(Graham, 1996).

O congelamento-descongelamento resulta
em alta porcentagem de espermatozdides
com reagdo acrossdmica ou com danos &
membrana e também com reduzida viabi-
lidade. Isso pode explicar a baixa fertili-
dade de éguas inseminadas com sémen
criopreservado e a variagdo que existe
entre garanhdes e ejaculados diferentes
(Bedford et al., 1998).

Infelizmente um indice de prenhez longe
do ideal tem sido atingido quando o sé-
men tem motilidade pds-descongelamento
em torno de 35%, existe a necessidade de
melhorar esse fndice de forma que o con-
gelamento seja utilizado com mais fre-
qliéncia na rotina de haras e fazendas
(Jasko, 1994).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Em relagdio aos protocolos de congela-

mento, existem poucas controvérsias entre
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os autores, a ndo ser em algumas etapas
da técnica — curva apropriada de conge-
lamento, necessidade ou ndo de tempo de
equilfbrio antes do congelamento e por-
centagem de glicerol adicionado ao dilu-
ente.

Tais pontos de divergéncia entre os auto-
res mostram que a técnica de congelamen-
to de sémen eqilino ainda néio se encontra
totalmente definida. Os pontos criticos
necessitam de pesquisa, pois atualmente
um findice de prenhez insatisfatério, em
torno de 35%, € o que a maioria dos pes-
quisadores tem conseguido. Esse indice
deve ser melhorado para que a criopreser-
vagdo do sémen eqilino torne-se ampla-
mente utilizada, de forma semelhante ao
congelamento do sémen bovino.
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1. INTRODUGAO

Os primeiros relatos da utilizagiio da In-
seminagfio Artificial (IA) em eqtiinos tém
sido atribufdos a textos Arabes de 1322
(Brinsko & Varner, 1993); porém, a pri-
meira documentagéo cientifica sobre o as-
sunto foi a do fisiologista italiano Spal-
lanzani, nos anos de 1700, envolvendo
sémen canino e eqiiino, avaliando, inclu-
sive, processos de resfriamento. A utiliza-
¢do econdmica do sémen eqtiino jé era
vislumbrada hd cerca de um século atrds.
No entanto, o grande avango obtido pela
IA em gado leiteiro com sémen congela-
do, possibilitando que um tnico reprodu-
tor seja utilizado em até 100.000 vacas
anualmente, ainda ndo foi conseguido com
a espécie eqliina. Diversos fatores concor-
rem contra o desenvolvimento da técnica
de criopreservagiio do sémen de forma tdo
eficiente como nos bovinos, a comegar pe-
lo fator econdmico e a baixa resisténcia
do sémen A congelagdo, aliada & toxicida-
de do glicerol & célula espermitica. Um
caminho essencial para o sucesso da téc-
nica, baseado na experiéncia com bovi-
nos, é a selegiio genética de animais que
possibilitam congelagdo satisfatéria.

Sendo assim, até que a técnica de criopre-
servagdo do sémen eqilino atinja um pa-
tamar que permita sua utilizagdo em larga
escala, ainda serd empregada apenas como
forma de assegurar aos detentores de ga-
ranhdes de qualidade superior a possibili-
dade de estocar grande quantidade de ma-
terial genético desses animais para futura
comercializagio.

No presente, tenta-se desenvolver e apri-
morar técnicas de transporte de s€émen res-
friado, a qual, segundo Pickett & Amann
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(1987), apresenta as vantagens de: a) eli-
minar 0 custo e o estresse do transporte de
éguas e/ou potros; b) aumentar o “pool”
genético, pelo uso de garanhGes que este-
jam mais préximos dos criadores meno-
res, a fim de que estes ndo sofram com o
custo do transporte de éguas; c) reduzir o
uso de garanhGes geneticamente inferio-
res; d) eliminar gastos com a manutengio
de éguas fora da propriedade; e) reduzir a
transmissdo de doengas entre fazendas; e
f) além disso, muitos criadores desejardo
ter suas éguas prenhes e com a possibili-
dade de crias superiores a custo baixo.

J4 sob o ponto de vista estritamente biold-
gico, sabe-se que quando o espermatozdi-
de ¢é resfriado ou congelado seu processo
normal de capacitagdo € interrompido.
Portanto, o sucesso da preservagdo es-
permdtica pelo resfriamento depende de
fatores como ambiente adequado (dilui-
dor), taxa de resfriamento relativamente
lenta e temperatura de manutengdo que
reduza o metabolismo espermético, mini-
mize os danos & membrana plasmética e
ndo permita ocorréncia prematura do fe-
némeno de capacitagdo (Loomis, 1992).

Teoricamente, a fertilidade mdxima pode-
ria ser atingida aumentando-se o nimero
de espermatozéides com potencial fecun-
dante, até que uma resposta mdxima fosse
obtida, embora o nimero de espermato-
z6ides necessdrios para se obter essa mé-
xima fertilidade seja varidvel de garanhdo
para garanhdo. No entanto, a mdxima res-
posta na taxa de prenhez é o produto da
fertilidade do garanhdo pela fertilidade da
égua (Amann & Pickett, 1987). Segundo
Polge (1978), o principal problema que
influencia a fertilizagéo, quando se usa in-
seminag#o artificial, € a quantidade de es-
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permatozéides vidveis no local de fertili-
zagdo, quando o ovdcito € liberado. As-
sim, deve-se preocupar com o transporte e
a sobrevivéncia espermitica no trato re-
produtivo feminino e com o momento da
ovulagdo, além de se preocupar, também,
com os efeitos do método de armazena-
mento exterior sobre a célula espermdtica.

2. COLETA DE SEMEN

A utilizagdio de um manequim artificial
para a coleta do sémen de eqtiinos facilita
bastante esse procedimento (Pickett et al.,
1987), necessitando apenas de treinamen-
to prévio do garanhdo para saltar no ma-
nequim. A velocidade de aprendizado do
garanhdo depende de sua libido e da habi-
lidade de quem o estd conduzindo. Em ge-
ral o aprendizado € rdpido, podendo-se
obter monta jd na primeira tentativa. A u-
tilizagdo de uma égua em cio ou ndo para
estimular o garanhdo € necessdria para o
treinamento, podendo ser dispensada com
o tempo.

Num experimento desenvolvido por pes-
quisadores da Escola de Veterindria da
UFMG (dados ndo publicados), os resul-
tados de 59 coletas de sémen com a utili-
zagdo de manequim foram comparados a
48 coletas com a utilizagfo de uma égua
em cio para 0 mesmo garanhdo. Obser-
vou-se que o animal demorou um pouco

mais a obter eregdo quando exposto ao

manequim e que o s€émen colhido no ma-
nequim apresentou menor nimero de es-
permatozdides méveis por ejaculado (6,46
X 5,16 bilhdes).

Diante desses resultados, verificou-se que
a utilizagdo do manequim artificial torna
muito mais seguro o procedimento, tanto
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para as pessoas envolvidas quanto para o
garanhdo, além de dispensar a necessidade
de sempre se ter uma égua em cio no local
de colheita do sémen, facilitando grande-
mente o processo. No entanto, se o niime-
ro de éguas escaladas para inseminagdo
num mesmo dia for muito grande, a ponto
de se utilizar um ndmero limitado de es-
permatozéides por dose inseminante, sua
utilizagdo pode ser desaconselhada.

3. SISTEMAS DE TRANSPORTE
DE SEMEN

Diante da restrita utilizagdo do sémen e-
qilino congelado e da utilizagdo de sémen
preservado na forma ligllida, submetido
ao resfriamento e ndo & congelagdo, diver-
sos contéineres e sistemas de resfriamen-
to/transporte de sémen tém sido desenvol-
vidos. Atualmente sdo distinguidas tecno-
logias de origem japonesa (Nishikawa &
Waide, 1949), holandesa (Van der Holst,
1984), francesa (Palmer, 1984), norte-
americana (Douglas-Hamilton et al.,
1984), alema (Hueck, 1990) e brasileira
(Silva Filho, 1994). Destas, a mais difun-
dida mundialmente, inclusive no Brasil, é
a norte-americana, que utiliza o contéiner
para resfriamento passivo do sémen, “E-
quitainer”.

Independentemente do modelo de resfri-
amento utilizado, sdo de grande importén-
cia para a qualidade do sémen, apds res-
friamento, as condigdes em que esse res-
friamento transcorreu. Segundo Jasko et
al. (1992), Kayser et al. (1992) e Moran et
al. (1992), a taxa de resfriamento deve
ser, na faixa de temperatura de 19°C a
8°C, tdo lenta quanto -0,05°C/min para se
obter o minimo de lesdo nos espermato-
zéides (choque térmico); fora dessa faixa
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térmica, ndo se tem nenhuma preocupagio
com a taxa de resfriamento.

O modelo “Equitainer” proporciona taxa
de resfriamento média de -0,33°C/min até
5°C, semelhante & do modelo ‘“Celle”, de
origem alemd (-0,31°C/min até 7,5°C)
(Hueck, 1990). J4 um modelo de contéi-
ner semelhante ao de origem alemi, o
“Celle modificado” (Valle, 1997), testado
em Minas Gerais, proporcionou taxa de
resfriamento média de -0,11°C/min até
14°C, e de -0,03°C/min na faixa de choque
térmico. Tal contéiner é constituido de um
balde térmico preenchido por placas de
isopor estrategicamente perfuradas, e nos
furos sdo colocados tubos com as doses
inseminantes e selados com filme de PVC,
no furo central é colocado um copo de
200ml com gel recicldvel congelado.

O contéiner “Celle modificado” propor-
ciona uma curva de resfriamento adequa-
da ao sémen, além de proporcionar mini-
ma aeragdo durante o transporte, a qual é
extremamente prejudicial & qualidade fi-
nal do sémen (Heiskanen et al., 1987), por
fornecer oxigénio do ar as células esper-
madticas no momento em que se pretende
reduzir seu metabolismo e preservar ener-
gia para o momento de deposigdo do sé-
men no sistema genital feminino.

Tais atributos do contéiner “Celle modifi-
cado” proporcionaram taxa de concepgéo,
ao primeiro ciclo, de 56% (56/100), taxa
de concepgdo/ciclo, apés cinco ciclos, de
52% (77/158), e taxa de concepgdo total
de 77% (77/100), ap6s inseminagdo de
148 ciclos estrais de 100 éguas em duas
estagdes de monta, utilizando-se sémen
resfriado & temperatura média final de
14°C por 3,6 horas (Valle, 1997).
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Um aperfeigoamento do mesmo contéiner
(Palhares, 1997) permitiu a manutengdo
do sémen em temperatura mais baixa e
por tempo maior, ou seja 6°C por 5 horas,
com taxa de concepgio por ciclo de 52%
(43/83) e concepgio total de 75,44%
(43/57).

A praticidade desses contéineres modelo
Celle, devido 2 possibilidade de individu-
alizagio das doses inseminantes, a0 baixo
custo e aos bons resultados de fertilidade
obtidos, permitem sua indicag@io para as
condigBes brasileiras. Apesar de ndo
comprovada a fertilidade do sémen quan-
do estocado por maior tempo, tais contéi-
neres apresentam grande potencial de uti-
lizagdo por perfodos de transporte maio-
res, ambos mantendo o sémen resfriado
por mais de 24 horas (Palhares, 1997,
Valle, 1997).

4. MANEJO DA INSEMINAGAO
ARTIFICIAL

De maneira geral recomenda-se, para e-
qliinos, inseminagdes ou coberturas em
dias alternados, a partir da detecgéo do
cio até a sua auséncia, ou a partir da de-
tecgdio de um foliculo pré-ovulatério até
sua ovulagdo (Pickett et al., 1987). Tal
manejo reprodutivo, para otimizagdo dos
resultados, requer controle folicular did-
rio, 0 que propicia intervalos méximos en-
tre a inseminagio e a ovulagdo de 48 ho-
ras. Possibilita ainda a inseminagdio pés-
ovulagio, caso seja detectada a ovulagdo
no dia em que se realizam inseminagdes.

Inseminagdes a cada 48 horas sdo bastante
seguras quando se utiliza sémen de fertili-
dade normal, exigindo intervalos menores
no caso de garanhdes de baixa fertilidade.

74

No entanto, em situagdes em que a quali-
dade do sémen é superior & média, pode-
se obter bons resultados com intervalos
maiores entre inseminagdes. Woods et al.
(1990), por exemplo, obtiveram taxa de
concepgio de 76% com inseminagdes tini-
cas em até trés dias antes da ovulagdo, e
45% entre quatro e oito dias antes da ovu-
lagdo.

Diante disso vislumbrou-se a possibilida-
de de um manejo de inseminagdes as se-
gundas, quartas e sextas-feiras, eliminan-
do-se inseminagdes nos finais de semana ¢
fixando-se os dias de inseminagdo na se-
mana. Dessa forma um intervalo de 48 ho-
ras sem IA pés-ovulagdo ocorreria para
aqueles animais que ovulassem aos do-
mingos, e um intervalo de 72 horas com
uma IA pés-ovulagdo ocorreria para aque-
les animais que ovulassem nas segundas-
feiras. Utilizando tal manejo, Silva Filho
et al. (1993) e Valle (1997) verificaram
similaridade para os diversos intervalos
1A/ovulagdo obtidos, no primeiro trabalho
realizando IA com sémen fresco, e no se-
gundo, IA com sémen resfria-
do/transportado.

O tipo de manejo acima proposto depende
de boa qualidade seminal e bom controle
reprodutivo das fémeas, e possibilita di-
minuigio do custos da IA por reduzir o
nimero de inseminagdes por ciclo e a
miao-de-obra, além facilitar a distribuigdo
de tarefas do haras no decorrer de cada
semana.

Quanto ao nimero de IA/ciclo, alguns au-
tores tém demonstrado ndo haver efeito
sobre a fertilidade das éguas inseminadas
(Lima, 1995; Valle, 1997), outros de-
monstraram ser melhor um nidmero inter-
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medidrio (Pickett et al., 1987) e ainda ou-
tros obtiveram melhor resultado com mai-
or nimero de IA/ciclo (Voss et al., 1982).

Em estudo mais recente (Valle, 1997), o
nimero de IA/ciclo nido teve qualquer e-
feito sobre a fertilidade de éguas insemi-
nadas com sémen resfriado/transportado.
Sendo assim, desde que esse fator depen-
de do tempo de crescimento folicular, a
partir do didmetro de 3,0-3,5cm (inicio
das IA) até a ovulagdo, e sua manipulagio
depende da utilizagdo de horménios exé-
genos, ndo hd com que se preocupar em

relagdo A fertilidade de éguas submetidas
a um niimero maior de IA/ciclo, desde que
ndo seja um nimero exagerado, ocasiio
em que o desafio infeccioso ao ttero pode
ser muito grande, podendo-se instalar en-
dometrites. J4 a redugdo do ndmero de I-
AJciclo, seja por quais métodos forem,
pode ser benéfica pela redugdo de custos,
como por exemplo na utilizagdo de sémen
resfriado ou congelado, desde que uma
dose inseminante adequada e eficiente
controle folicular sejam utilizados.

Tabela 1. Efeito de diversas caracteristicas reprodutivas sobre a fertilidade de éguas
inseminadas com sémen diluido, resfriado e transportado, durante as estacdes 94/95 e

95/96, em Florestal, MG*,
Varidvel testada
Parfimetro Intervalo IA/ovulagio™*
24P 48 P 48 PP 72 PP
N° de ciclos 42 33 54 18
Taxa concep. 1° ciclo % 63,33 50,00 51,28 60,00
Taxa de concep./ciclo % 0,55 0,39 0,56 0,56
Eficiéncia de prenhez 5,24 3,64 5,11 5,11
Nimero de IA/ciclo
11A 21A 31A 4o0u+lA
N° de ciclos 21 73 33 21
Taxa concep. 1° ciclo % 56,25 57,78 57,69 46,15
Taxa de concep./ciclo % 42,86 54,79 60,61 38,10
Eficiéncia de prenhez 4,29 5,04 5,67 3,43
Bimestre da ovulagfio
out/nov dez/jan fev/mar

N° de ciclos 46 74 27
Taxa concep. 1° ciclo % 42,86 a 70,00 b 28,57 a
Taxa de concep./ciclo % 45,65 ab 63,51b 29,63 a
Eficiéncia de prenhez 4,44 a 5,97 a 2,30 b

a, b, ¢, na mesma linha (p<0,05).

** 24P = dltima IA 24h antes da ovulagdo; 48P = diltima A 48h antes da ovulagdo; 48PP = peniiltima IA 48h an-
tes da ovulagio e mais uma IA até 24h ap6s ovulagdo; 72PP = pendltima IA 72h antes da ovulagio e mais uma IA

até 24h apés ovulagdo.
Fonte: Adaptado de Valle (1997).
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5. PERIODO DA ESTAGAO
DE MONTA

Em geral, 2 medida em que se acerca do
equador, a sazonalidade dos equinos tor-
na-se menos destacada (Ginther, 1992).
No entanto, nas condigdes do Brasil Cen-
tral, a estaglio de monta ainda € caracterfs-
tica, ocorrendo em torno de setembro a
abril, com varia¢des regionais de acordo
com o clima. A concentragio de ovula-
¢Bes é maior no perfodo de dezembro a
fevereiro (Osborne, 1968; Pimentel et al.,
1991), e hd maior fertilidade das éguas no
mesmo perfodo — dezembro e janeiro
(Valle, 1997).

Para muitos haras a redugéio do perfodo de
estagio de monta seria totalmente indese-
jével, j& que procuram obter o méximo de
gestagbes em cada ano, a qualquer custo.
Porém, para outros, a redugfio da estagdio
de monta poderia ser um ponto de redugdo
de custos, sem perda significativa do na-
mero de éguas gestantes (Valle, 1997). A
redugio da estaglio de monta, a partir de
seus dois extremos, faz com que haja
maior concentragio, mas passageira, de
éguas a serem cobertas no inicio da esta-
¢do. Também hé eliminagiio das exausti-
vas tentativas de concepgio em éguas sub-
férteis que ndo ficaram gestantes no de-
correr da estaglio ou que pariram muito
tarde, reflexo de uma concepgéo tardia na
estagdo passada.

Para aqueles haras em que fosse interes-
sante reduzir a estagio de monta, esse
manejo resultaria em redugdio de custos
com mao-de-obra e insumos para IA, me-
lhor selegdio genética para fertilidade das
éguas e maior padronizagdo dos potros,
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sem comprometimento da fertilidade do
rebanho.
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1. INTRODUGAO

O texto original deste trabalho teve o
objetivo de ser o roteiro de um curso de
inseminacdo artificial em cédes. No
entanto, em fungdo da grande quantidade
de informagio nele contida, abordando os
diversos aspectos envolvidos na inse-
minagdo artificial de cédes, desde o
controle reprodutivo da cadela e do cdo,
até as técnicas de inseminagdo pro-
priamente ditas, procuramos adapti-lo ao
formato de um artigo. No entanto, as
informagoes contidas neste trabalho foram
obtidas na literatura e de experiéncias
pessoais do autor e colegas que lidam na
drea de reprodugdo em pequenos animais,
procurando dar uma nogdo geral do
processo reprodutivo dos cldes, sem
aprofundamento em detalhes, mas sim
possibilitando ao leitor praticar esta
técnica no seu trabalho veterindrio didrio.

Assim, permitimos-nos produzir um texto
mais fluente para a leitura, sem nos
atermos aos rigores das normas de
citagbes bibliogrdficas, pois ndo se
pretendeu esgotar o assunto, mas sim
descrever a sua esséncia, por enten-
dermos que cada um dos tdpicos aqui
abordados seria, por si s6, assunto
suficiente para um artigo.

2. HISTORIA DA INSEMINAGAO
ARTIFICIAL EM CAES

O primeiro relato cientifico da utilizagio
de inseminagio artificial (IA) em animais
foi com cies, pelo fisiologista italiano
Lazzaro Spallanzani, em 1780, quando
conseguiu sucesso ao obter filhotes de
uma cadela artificialmente inseminada.

Apesar de ter sido pioneira, a técnica de
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IA em cles passou longo tempo em
laténcia, principalmente em fungio de néo
haver estudos cientificos bem conduzidos
para seu desenvolvimento, chegando ao
século XX praticamente sem nenhum
avango significativo.

Outras espécies animais, neste século,
experimentaram maior desenvolvimento.
A espécie bovina, por exemplo, a partir da
década de 50 teve grande avango em
fungéo do interesse econdmico da espécie,
chegando aos dias de hoje como a espécie
animal em que mais se utiliza a IA,
estando a técnica praticamente estabe-
lecida, possibilitando um sé touro inse-
minar milhares de vacas por ano.

A espécie suina, embora também de
interesse econdmico, permanece ainda
com dificuldades quanto a técnicas de
preservacdo do sémen, resfriado ou
congelado, em fungfio da baixa resisténcia
do espermatozdide suino a redugdo de
temperatura. J& a espécie eqilina,
semelhantemente a canina, ndo apresenta
interesse econdmico como as espécies
produtoras de alimentos, sofrendo restri-
¢Oes A pesquisa nesta drea, o que a deixa
ainda em dificuldades quanto aos pro-
cessos de congelag@o de sémen, apesar da
utilizagdo bastante difundida da insemi-
nagiio com sémen fresco ou resfriado.

Diante desse quadro, ainda se tem muito a
desenvolver nas técnicas reprodutivas
para a espécie canina. O primeiro relato
de sucesso zm inseminagdo artificial com
sémen resiriado, nos anos 50, o do
pesquisador inglés Harrop, que enviou
sémen da Inglaterra para os Estados
Unidos, resfriado por 100 horas a 4°C em
leite  pasteurizado, obtendo-se uma
ninhada de uma cadela Greyhound. Até
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aquele momento, tentava-se tal faganha,
sem sucesso devido & dificuldade de se
obter um diluidor adequado para o sémen
resfriado.

J4 nos anos 60, o mesmo autor da faganha
acima langava, na Inglaterra, o primeiro
livro que tratava exclusivamente da
reprodugdo de cdes, Reproduction in the
dog. Na mesma década, Seager conseguiu
0 primeiro sucesso com a utilizagio de
sémen congelado em céies, em 1969.

De 14 para cd, tem-se obtido avangos na
reprodugdio canina como um todo,
inclusive nas diversas técnicas em que se
utiliza a inseminag@o artificial, mas ainda
com muitas lacunas a serem preenchidas,
como a melhor forma de detecgdo do
momento da ovulagdo na cadela; técnicas
de resfriamento e congelagdo de sémen
bem estabelecidas; maximizagdo da
utilizagdo do ejaculado canino; dentre
outras. Na Europa e América do Norte
existem nicleos de reprodugdo canina
bastante avangados, principalmente no
que se refere a tecnologia de sémen

No Brasil, a inseminagdo artificial em
cdes ainda € bastante incipiente. Antes da
década de 90, poucos nicleos se
dedicavam a esse estudo, sem se
aprofundarem em pesquisas na drea
tecnolégica. J4 a partir dessa época alguns
pesquisadores comegaram a se dedicar,
surgindo nicleos ainda que incipientes no
Sul, Sudeste e Nordeste.

Infelizmente, devido 2 falta de tradigdo no
Brasil nessa édrea, hd poucos recursos
humanos e financeiros, uma vez que a
maioria dos pesquisadores ainda estd
implantando linhas de pesquisa na drea, e
a transferéncia de tecnologia estrangeira
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para o Brasil ndo € tdo eficiente quanto
deveria, pois muitos dos bons resultados
conseguidos no exterior ndo conseguem
ser repetidos aqui, em fun¢do de ndo
estarem disponiveis na literatura detalhes
cruciais na tecnologia, como, por
exemplo, na técnica de congelagio de
sémen, em que o “segredo industrial”,
posse das centrais de congelagdio, ndo €
revelado.

A legislagio existente para utilizagio de
inseminagio artificial em caes, no Brasil,
é ditada pela CBKC, e trata basicamente
da utilizagio de sémen congelado,
permitida mediante cumprimento do
disposto naquele regulamento, datado de
01/01/1991.

3. INDICACOES DE IA EM CAES

A inseminagfo artificial em cies, pelo
menos em nosso meio, ainda ndo tem
apoio econdmico para utilizagdo como
ocorre em animais pecudrios, nos quais a
utilizagdo intensiva de um reprodutor de
elevado interesse zootécnico possibilita
grande avango dos rebanhos, sendo consi-
derada arma fundamental para o melho-
ramento genético. Em cies, tal situagio
ainda € restrita pela falta de desenvol-
vimento e viabilidade econdémica do uso
de sémen congelado, tnica forma de se
difundir em grande escala material ge-
nético superior na criagdo. Apesar disso, a
cinotecnia ji tem, entre donos de canis
comerciais, um sentido econdémico tradu-
zido pelas vendas de cobrigdes, promo-
vendo melhoramento genético dos ani-
mais em termos principalmente de tipo
fisico e temperamento.

Por outro lado, os cdes possuem aspectos
particularmente diferentes dos animais
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pecudrios. Muitas vezes, o cdo é um
verdadeiro membro da familia, e por ele
se faz tanto quanto para um filho. Além
disso, muitas vezes o ciio estd sujeito a
humanizagdo pelo dono, que transfere a
ele aspectos da moral e psicologia
humanas, como os de virgindade, mascu-
linidade, maternidade, amor etc.

Na cinotecnia a utilizagdo de IA tem um
cariter muito mais médico do que
zootécnico. Ela visa muito mais resolver
problemas individuais de cobrigiio do que
promover melhoramento genético. Assim,
deve-se, por enquanto, ter o conceito de
IA como arma terapéutica do clinico vete-
rindrio, um tratamento para casos de
impoténcia por diversos motivos, tais

como:

e Fémeas que ndo aceitam determi-
nados machos;

e  Machos que nio se interessam por

determinadas fémeas;

Problemas fisicos ou orginicos do

macho:

incompatibilidade de tamanho,
lesdes musculoesqueléticas que
impossibilitam a monta,

lesdes penianas dolorosas,
inexperiéncia,

ejaculagio precoce,

erecdo deficiente,

cardiopatias,

baixa libido,

baixa qualidade do sémen etc.;

o 0 S R R

Problemas fisicos na fémea:

lestes vulvovaginais dolorosas,
hiperplasia vaginal,

mais de uma fémea para o0 mesmo
macho,

-



Cad. Tec. Vet. Zootec., n.36, p.78-93, 2002

¥" controle de doengas de transmissdo
venérea,

v"  distanciamento geogrifico entre
macho e fémea etc.

A ndo ser quando a qualidade do sémen
estd comprometida, a monta natural deve
ser preferida a IA. Além disso, a IA por si
s6 muitas vezes ndo € a solugdo para
problemas de fertilidade, mas sim a
possibilidade de controle reprodutivo da
cadela. E comum a idéia entre proprie-
tdrios de que a solugdo para casos de
infertilidade é simplesmente a IA. Na
realidade, muitos casos de infertilidade da
fémea poderiam ser resolvidos apenas
com o aconselhamento do momento ideal
para cobrigdo natural, anteriormente ndo
sendo conseguida a monta apenas porque
ndo era 0 momento certo.

4. CONTROLE REPRODUTIVO
DA FEMEA

E comum se acreditar, principalmente
entre leigos, que o simples ato de se
realizar a IA € suficiente para solucionar
um caso de infertilidade. Na maioria das
vezes o veterindrio € procurado pelo
criador para realizar uma IA em uma
cadela que ndo fica gestante por vias
naturais, ou seja, pela monta natural
associada a observagdo do cio.

No entanto, devemos ter um enfoque
diferente frente a tal situagdo. Quando se
pretende obter gestagdio em uma cadela,
nio € a IA que vai resolver o problema, e
ela pode até ndo ser indicada. Devemos
estar atentos para que o proprietdrio seja
bem orientado a respeito de todo o
acompanhamento que, em alguns casos, é
essencial. Quando estamos frente a uma
cadela que ndo aceita a monta natural, ou
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ndo apresenta sinais de cio tdo evidentes,
ou ja foi coberta outras vezes ndo ficando
gestante, estamos diante de um caso em
que o acompanhamento do ciclo é primor-
dial, podendo inclusive ndo ser necesséria
alA.

No entanto, em outras situagdes como a
impossibilidade fisica da cobrigdo talvez
possa ser realizada a IA sem que maior
controle do ciclo da cadela seja absolu-
tamente necessdrio, apenas substituindo a
monta natural pela IA, no momento em
que se presume ser aquele em que deveria
ocorrer a monta. Essa situagdo é muito
comum entre criadores que, por medida
de economia, preferem abrir mido do
controle da fémea e desejam a IA por nido
ser possivel a monta natural, ou por
medida sanitdria.

Assim, sempre que possivel deve ser
tentado o acompanhamento da cadela a
ser inseminada, a ndo ser que o
proprietdrio ndo concorde em fazé-lo. O
acompanhamento do ciclo estral da cadela
visa determinar o momento ideal para
cobrigdo ou IA, e algumas vezes detectar
disfuncdes reprodutivas.

A definigio do momento ideal para cobri-
¢do ou IA diz respeito ao macho e a
fémea. Com relagiio ao macho, serd im-
portante determinar sua disponibilidade
para aquela fémea e a qualidade do
sémen, seja fresco ou preservado. J4 com
relagio a fémea, vamos procurar
identificar o seu momento de maior
fertilidade, e como melhor explori-lo
frente a disponibilidade do macho e
qualidade do sémen que teremos para
trabalhar.

Os métodos principais de acompanha-
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mento do cio das cadelas sdo os que se
seguem.

4.1 CONTAGEM DO NUMERO DE
DIAS A PARTIR DO INICIO DO CIO

Esse é o método mais comumente
utilizado pelos criadores para definir o
momento de cobrigdo das cadelas, sendo
eficiente na maioria das vezes, mas
falhando se a observagéo do inicio do cio
nio é correta, ou se a cadela niio apresenta
sinais de cio evidentes, com pouco ou
nenhum sangramento (principal sinal
percebido pelo proprietério), e ndo hd um
macho junto com ela que o denuncie. Esse
método parte do principio de que nove
dias ap6s o inicio do sangramento as
cadelas comegam a aceitar o macho,
estando no perfodo fértil.

Na verdade, verifica-se que a primeira
aceitagio da cadela ocorre coincidente
com o inicio do periodo fértil na maioria
delas, estando também a maioria das
cadelas receptivas durante todo o perfodo
em que as coberturas sdio férteis, entre
quatro dias antes da ovulagdio até quatro
dias ap6s. Entretanto algumas cadelas ndo
estardo receptivas nesse periodo, mas sim
apos ele.

42 AVALIAGAO DO COMPORTA-
MENTO SEXUAL DA CADELA

Esse também é um método utilizado pelos
criadores, principalmente quando tém
dividas quanto ao inicio do proestro
(“sangramento”). Baseia-se no fato de que
as cadelas, ao passarem do proestro para o
estro, modificam o comportamento
sexual, passando a aceitar o macho,
coincidindo com o periodo de diminuigio
do sangramento. O reflexo de elevagio
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e/ou lateralizagio da cauda ao ser esti-
mulada a regifio perineal e lombar indica
receptividade sexual, mas sua auséncia
ndo significa que a cadela ndo possa
aceitar o macho. Como dito anterior-
mente, algumas cadelas ndo estardo
receptivas durante o periodo fértil, ou
mesmo ndo estario em nenhum momento.

4.2 ASPECTOS FISICOS DA
GENITALIA FEMININA

A observagio do corrimento sanguino-
lento pela vulva é bastante varidvel entre
cadelas, podendo ndo ocorrer em nenhum
momento do cio, ou podendo persistir até
o infcio do diestro. Da mesma forma, as
mudangas em suas caracterfsticas de cor,
aspecto’e volume ndo sdio confidveis para
se determinar 0 momento de cobri¢do ou
da IA.

O edema vulvar tende a reduzir quando a
cadela passa do proestro para o estro, O
que pode ser bastante evidente em
algumas cadelas, mas ndo € um método
confidvel, pois nem todas seguem o
mesmo padrdo. Nesse aspecto, pode-se
verificar as dobras longitudinais vestibu-
lovaginais que, & medida que se aproxima
o estro, tornam-se mais evidentes, estando
a superficie mucosa com enrugamento
méximo (crenadura ou crenagem) a época
da ovulagdo, quando o edema estd
reduzido.

4.3 ULTRA-SONOGRAFIA
OVARIANA

A deteccdo da ovulagio por ultra-
sonografia ainda é motivo de estudos,
sendo ela possivel, mas ainda ndo
completamente dominada na espécie
canina. E um método promissor.
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4.4 CITOLOGIA VAGINAL

A citologia vaginal é o método mais
difundido entre os clinicos para detecgio
do momento de cobrigio ou IA em
cadelas. Baseia-se em modificagdes
ocorridas no epitélio vaginal da cadela
durante o ciclo estral, em resposta 2
variagio dos niveis sangiiineos de
estrégeno circulante. A avaliagio cito-
I6gica baseia-se na variagio dos tipos
celulares presentes no esfregago vaginal.
Sua interpretagdo € relativamente simples,
mas a eficiéncia do método ndo é grande
o suficiente para indicar o momento de
ovulagdo efou fertilidade dos ovécitos,
sendo apenas um indicativo do momento
em que a cadela entra na fase de estro.
Sendo assim, a citologia vaginal permite,
na maioria das cadelas, identificar o
momento em que se deve iniciar as
cobrigdes ou IA, e 0 momento em que se
pode interrompé-las Apenas retrospecti-
vamente ela pode indicar o momento em
que ocorreu a ovulagdio, pois a mucosa
sofre mudanga caracteristica entre o
iltimo dia do estro e o primeiro do
diestro.

Além disso, muitas cadelas ndo apresen-
tam caracteres citolégicos tipicos, sendo
sua interpretagdo perigosa. Assim sendo,
apenas a citologia vaginal ndo é um
método seguro para determinagio do
momento de IA nas cadelas. No entanto a
mesma cadela costuma repetir seu padrio
citolégico em diferentes ciclos.

Para progrimar coberturas ou IA, estas
devem se iniciar quando h4 cerca de 80%
de células superficiais no esfregago, ter-
minando quando se verifica retorno 2
predominidncia de células profundas
(diestro).
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4.5 DOSAGENS HORMONAIS

As dosagens hormonais sdo métodos que
visam determinar o momento de ovulagio
na cadela. Para tal, o método mais seguro
seria a dosagem do LH, horménio
responsdvel por determinar a ovulagio,
mas sua dosagem ainda € utilizada apenas
em pesquisa, ndo estando disponivel
comercialmente.

A dosagem de progesterona sangilfnea
indica o periodo em que o ovulagio
ocorre, permitindo programar IA ou
cobrigdo na fase em que os ovécitos j4
estdio maduros, com ampla margem de
seguranca. Pela dosagem de progesterona
pode-se fazer, com boa seguranga, a
previsio de ovulagBes, caso ndo seja
possivel dosagens repetidas.

As ovulagBes ocorrem quando os niveis
de progesterona sangilinea estdo entre 4 e
8ng/ml, devendo-se programar a cobrigio
ou IA 24 a 48 horas apos.

5. CONTROLE REPRODUTIVO
DO MACHO

Apesar de o cdio ser parte integrante do
processo de IA, ou mesmo na monta
natural, € mais comum que se pense que
quando hd problemas de fertilidade, eles
sejam da fémea, talvez porque os cria-
dores, como leigos, pensem que a
ejaculagio seja suficiente para se
considerar o cdo fértil. Dividas a respeito
da sua fertilidade, na maioria das vezes,
s6 surgem quando o problema se repete
com mais de uma fémea.

A averiguagio da condigio androlégica
do macho, sempre que possivel, deve ser
feita antes de se proceder o controle
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reprodutivo e a IA da cadela. Ao contrério
da fémea, cuja avaliagéo fora da época do
cio pode ndo ser conclusiva, o macho
pode ser avaliado completamente em
qualquer época. No entanto, na maioria
das vezes a verificagdo de que o macho
possui sémen de capacidade fecundante
reduzida sé se faz no momento, ou poucos
dias antes da IA, quando néo se dispde de
quase nenhum recurso para tentar
melhorar a sua qualidade seminal.

Em geral um animal que apresenta baixa
libido tende a possuir sémen de mé
qualidade. No entanto, boa libido ndo &
sindbnimo de boa qualidade seminal. A
falha em obter eregdo € menos comum
que a falha em obter ejaculagiio, ambas
podendo ocorrer por falta de libido. Pode-
se tentar melhorar a libido pela
administragio de GnRH (lug/kg) 2-3
horas antes da colheita de sémen .

A avaliagio da qualidade seminal €
fundamental para se tomar a decisdo sobre
momento de inseminar, freqliéncia e
nimero de inseminagGes, utilizagdo de
diluidores, medicagdes prévias e via de
aplicagfio. Quando se tem um sémen de
boa qualidade, tudo é mais simples e
Seguro.

A qualidade seminal diz respeito &s
caracteristicas fisicas do sémen como
concentragdo, motilidade, vigor e carac-
teristicas morfolégicas dos espermato-
z6ides como indices de patologias
esperméticas especificas e gerais. Uma
correlagio entre qualidade seminal e
fertilidade ainda ndo foi bem definida
para o cdo, talvez em fungdo da grande
variagdo racial existente. O volume eja-
culado ndo é tdo importante, desde que a
fragdo rica em espermatozdides, a segun-
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da, esteja presente no ejaculado.

Para o cdo, sdo considerados valores
normais para o sémen 0,2 a 3 bilhdes de
espermatozéides/ejaculado, mais de 60%
de motilidade e mais de 70% de esper-
matozdides normais.

A avaliagio confidvel do sémen do cdo
ndo é conseguida com um sé ejaculado,
por diversos fatores que podem mascarar
a verdadeira qualidade do sémen. De
forma geral, se com um ejaculado se
consegue sémen de boa qualidade, ndo é
necessdrio fazer novas colheitas, a ndo ser
que se queira avaliar o potencial de
utilizagio do cdo como reprodutor, por
exemplo, ao ser solicitado por vdrias
fémeas ao mesmo tempo. No entanto, se
se obtém sémen de md qualidade, €
preciso realizar novas colheitas até que
uma conclusdo segura possa ser obtida.

Viérias podem ser as causas de baixa
qualidade do sémen colhido do céo, e que

podem subestimar a real qualidade
seminal:
v estresse pode causar ejaculagdio

incompleta, ocorrendo em cdes ndo
acostumados & colheita de sémen, ou
que tém medo do veterindrio, ou do
ambiente estranho etc;

falta de estimulo sexual, produzindo
ejaculagio incompleta e, de alguma
forma ainda ndo esclarecida, a
ejaculagdo pode ser completa mas
com sémen de pior qualidade do que
se estivesse presente por exemplo
uma cadela em cio. A falta de
estimulo sexual é geralmente com-
pensada naqueles animais acostu-
mados a colheita de sémen;

v tempo decorrido desde a ltima
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ejaculagdo, sendo considerado, de
forma geral, que um intervalo de 5-7
dias entre colheitas mantenha o equi-
librio entre produgdo e eliminagdo,
reduzindo a quantidade de espermato-
z6ides velhos no ejaculado. Periodos
mais curtos reduzem a concentragio,
até se atingir a produgdo espermitica
didria, fixa para o animal e ditada
pela massa de parénquima testicular.
Ja periodos maiores irdio manter a
concentragdo, uma vez que haverd
perda de espermatozdides pela urina,
mas aumentard a permanéncia dos
espermatozdides no epididimo, ele-
vando a ocorréncia de patologias no
ejaculado;

v apesar de pouco comum, uma
possibilidade € a perda de sémen para
a bexiga por retroejaculagdo, em
decorréncia de relaxamento do esfinc-
ter vesical interno. No cdo uma
pequena retroejaculagiio sempre ocor-
re, mas em alguns animais pode ser
mais acentuada. A verificagio dessa
situagdo pode ser feita colhendo-se
urina logo apés a ejaculagio, e obser-
vando-se nela a presenca de grande
quantidade de espermatozdides.
Pode-se utilizar nesses casos pseudo-
efedrina (simpaticomimético), 4-5
mg/kg, 1-3 horas antes da colheita de
sémen, a fim de aumentar o ténus do
esfincter vesical interno;

v a qualidade do equipamento utilizado
para colheita e avaliagdo do sémen
pode ser um fator que mascara a real
qualidade do sémen analisado, ndo
podendo haver dividas quanto a sua
limpeza e inocuidade aos espermato-
zbides.

Considera-se, para efeito prdtico, que os
espermatozdides de um sémen de boa
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qualidade estejam vidveis na fémea por 48
horas. No entanto, sabemos que pode
haver permanéncia do sémen vidvel por
até mais de sete dias, mas inseminagdes
em dias alternados sdo utilizadas corri-
queiramente como forma de se obter
renovagdo de espermatozdides no sitio de
fecundag@o. Se o sémen é de mé quali-
dade, procedimentos diferentes podem ser
utilizados como inseminagdes mais fre-
qiientes, utilizagdo de diluidores para
melhorar a qualidade seminal, insemi-
nagdo intra-uterina etc.

O nimero de espermatozéides no
ejaculado do cd@o depende diretamente da
massa de parénquima testicular que varia
conforme o peso do animal. Assim, para
cdes utiliza-se a medida da largura
testicular total como indicativa da
produgdo espermdtica. Deve-se ressaltar,
aqui, que o cdo estd na fase de pico da
produgdo espermdtica entre trés e seis
anos de idade, reduzindo a produgdo a
partir dai. A redugdo do volume de tecido
epitelial seminifero € compensada por
aumento do volume de tecido conjuntivo
intertubular, o que faz com que ndo se
altere o volume testicular, mas a consis-
téncia dos testiculos pode modificar-se.

Outros fatores influenciam a produgio
espermdtica do cdo como o grau de dege-
neragdo testicular, estimado clinicamente
pela consisténcia dos testiculos, que tem
causas no estresse, doengas sistémicas
inespecificas, variagGes de temperatura
escrotal, senilidade, desnutrigdo, into-
xicagdes etc.

A avaliagdio clinica das caracteristicas
testiculares e epididimérias no céo é tdo
mais dificil quanto menor é o cdo.
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Em alguns casos, a baixa qualidade
seminal se reverte quando cessa a causa,
desde que ndio tenha sido muito severa, a
ponto de lesar irreversivelmente as
espermatogdnias, células que ddo origem
aos espermatozéides. Sdo gastos cerca de
80 dias para que o animal se recupere
completamente, tempo necessdrio para a
completa transformagdo da esperma-
togbnia em espermatozéides (62 dias) e
transporte ¢ maturagio epididimdria (15
dias). No entanto, alguma melhora pode
ser observada antes disso, em fungéo de
melhora no processo de maturagdo
epididim4ria, que também pode estar
comprometida pela mesma causa da
degeneragiio testicular. O uso terapéutico
de GnRH para melhorar a qualidade
seminal de cdes tem sido tentada, mas
com resultados inconsistentes.

O nimero de espermatozdides totais no
ejaculado varia, conforme o peso do
animal, de 0,3 a 2 bilhdes. No entanto, a
dose inseminante minima a fresco para o
cdo ainda ndo estd definida, parecendo
estar em torno de 200 milhdes, o que
possibilita o fracionamento do ejaculado
para mais de uma cadela.

A ejaculagio do cdo se dé em trés fragOes
quase sempre bem distintas. A primeira é
livre de espermatozéides, constitufda por
fluido liberado de glandulas uretrais, e
tem a fungio de limpeza uretral e
lubrificagio da genitdlia feminina. A
segunda € a fragdo rica em esperma-
tozbides, constitufda por material prove-
niente dos epididimios. A terceira €
também isenta de espermatozdides, sendo
origindria da préstata. As trés fragOes
podem ser facilmente identificadas pela
coloragéio e aspecto, a primeira e terceira
transparentes, ¢ a segunda esbranquigada
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em intensidade varidvel, dependendo da
concentragio de espermatozdides. A
primeira fragio (+3,0ml) € geralmente
eliminada antes da eregio completa do
pénis, sendo seguida imediatamente pela
segunda (+3,0ml), em torno do momento
do giro do cdo, e a terceira (x15,0ml) logo
apés. A primeira é ejaculada durante
alguns segundos, seguida imediatamente
pela segunda em mais alguns segundos,
ocorrendo, entdio, um pequeno lapso antes
da terceira que pode levar de 5 a 30
minutos para ser totalmente eliminada.

Nos casos de ejaculagdo incompleta e
retroejaculagdo, falta no ejaculado, parcial
ou completamente, a segunda fragdo.
Nesse caso, o conteddo de fosfatase
alcalina do sémen serd menor que 5.000
Ul/ml, possibilitando o diagndstico entre
ejaculagio incompleta e azoospermia.
Casos menos comuns sdo de ejaculagio
incompleta faltando a primeira ou terceira
fragdo. Nesses casos, o tUnico incon-
veniente poderd ser o pequeno volume
seminal para inseminagdo artificial.

6. METODOS DE COLHEITA
DE SEMEN

De nada adianta um controle rigoroso do
ciclo da fémea se no dia da IA néo se
consegue colher o sémen do céo. Para
evitar isso, € muito importante que se
conhega com antecedéncia o cdo do qual
se pretende colher o sémen, mesmo
porque, como j4 foi dito, deve-se procurar
conhecer as condigdes do sémen antes do
dia programado para IA.

O estado psfquico do cdo no momento da
colheita € fundamental, j& que o
procedimento, para ser efetivo, precisa
proporcionar ao animal excitagdo sexual
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e, portanto, ndo poderd ser uma situagdo
desagraddvel, mas sim prazerosa para o
animal. Por esse motivo, deve-se procurar
conhecer a indole do animal e suas
condigdes de vida, de forma a definir o
tipo de abordagem que serd dada ao cdo
antes de se proceder a tentativa de
colheita propriamente dita. Para tanto, um
consultério veterindrio, na maioria das
vezes, ndo serd o local mais adequado
para aquele cdo que tem medo de ir ao
veterindrio. O uso de roupas brancas ou
avental nem sempre é adequado, pois
muitos cdes podem fazer associagdo com
situagdes desagraddveis pelas quais jd
passaram anteriormente.

A trangiiilidade do ambiente de colheita é
fundamental para alguns c@es; a presenga
de outras pessoas ndo s6 é desnecesséria
como indesejada. Deve-se observar que
alguns cdes se distraem muito facilmente,
podendo ser necessdrio um ambiente
fechado. A presenca do proprietdrio pode
ser benéfica ou ndo, dependendo de cada
cdo em particular. Cdes muito mimados
trangiiilizam-se com a presenga do dono,
mas cdes muito reprimidos no dia-a-dia
podem ficar inibidos com sua presenca.

Ji a presenga de uma fémea em cio,
sempre que possivel, seri de grande
ajuda, ndo s6 facilitando a colheita como
possibilitando melhor qualidade do sémen
obtido. Na falta da fémea em cio, pode ser
utilizada, com sucesso em alguns casos,
uma fémea fora do cio, desde que nido seja
permitido a ela agredir o cdo. Além disso,
um algoddo embebido com secregdo
vaginal dc¢ cadela no cio, colocado
préximo ao focinho do cdo no momento
da tentativa de colheita, pode ser efetivo.

Em muitos casos a colheita de sémen
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pode ser frustrada na primeira tentativa,
principalmente por falta de estimulo
sexual adequado, medo ou agressividade
do animal. Outras tentativas podem ter
sucesso, modificando-se as condigbes da
colheita, ou por maior familiarizagdo do
animal com o veterindrio, ou por jd ter o
animal percebido que é um procedimento
prazeroso para ele, diferente da maioria
dos procedimentos veterindrios. Nunca se
deve desistir no primeiro fracasso.

Caso ndo se consiga colher o sémen por
deficiéncia de libido, prejudicando a
eregdo e/ou ejaculagdo completa, pode-se
administrar GnRH, 2-3 horas antes da
colheita na dose de 1pug/kg. Tal procedi-
mento ¢é indicado por alguns autores, mas
sua efetividade € discutivel. No entanto,
muitas vezes os distirbios de eregdo sdo
de origem dolorosa como lesdes de
préstata, pénis, prepicio, linfonodos
inguinais superficiais, ou o séo por falha
no mecanismo vascular de eregéo.

Muitos criadores questionam os efeitos
prejudiciais de sucessivas colheitas de
sémen em seu cdo, dizendo que isso ird
‘vicid-lo”, e que ndo mais vai cobrir
cadelas naturalmente. E verdade que, ap6s
duas ou trés colheitas em um animal, a
simples aproximagdo do veterindrio que
procede as colheitas € suficiente para
iniciar eregdo. No entanto, nenhuma
referéncia cientifica existe a respeito, mas
jd verifiquei que a presenga da pessoa que
normalmente colhe o sémen pode inibir a
monta natural, pois o cdo fica esperando a
colheita, o que ndo ocorre quando a
pessoa ndo estd presente. Na verdade,
tanto em cdes como em outras espécies,
por exemplo suinos e eqilinos, naqueles
animais submetidos a colheitas de sémen
e monta natural simultaneamente tal
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problema ndo € observado.

Animais muito acostumados a colheitas
de sémen podem algumas vezes dificultd-
la por jé apresentarem eregdo e aumento
do bulbo peniano ainda dentro do
prepicio. Nesses casos, em alguns a
colheita poderd ser realizada sem
exposi¢do do pénis, mas em outros esse
procedimento poder4 ser doloroso. Assim,
deve-se procurar desestimular o cdo e,
antes de nova eregdio, expor o pénis. No
entanto, € aqui mais uma observagdo
pessoal, essa interrupgdo parece estar
associada a um ejaculado de pior
qualidade.

A utilizagio de vaginas artificiais para a
colheita de sémen canino foi empregada
no passado, mas atualmente ndo se utiliza
mais. Tais vaginas artificiais eram cons-
truidas de forma semelhante as atual-
mente utilizadas para ruminantes e
equideos, utilizando 4gua aquecida em
seu interior, além de pressdo sobre o pénis
do animal, procurando simular a monta
natural. No entanto, a sua utilizagdo estd
abandonada em fungdio da complexidade
desnecessdria do equipamento e do
procedimento, bem como pior qualidade
do sémen obtido, pois ele flui lentamente
sobre a superficie aquecida do interior da
vagina, além do contato com substéncias
toxicas como ldtex e lubrificantes.

A técnica de masturbagdo € a largamente
empregada atualmente, sendo realizada
por estimulagdo peniana com méo enlu-
vada, fixagéo do bulbo peniano apés sua
exposi¢do e entumecimento, podendo
ocorrer O giro naturalmente ou por
iniciativa do veterindrio, terminando a
colheita atrds do animal, posigdo mais
confortdvel e segura, além de ser a que
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melhor mantém a ere¢do do pénis. Pode-
se utilizar mio enluvada e tubo coletor
acoplado a um funil, ou um cone pléstico
que envolve o pénis e desemboca
diretamente no tubo coletor.

Outra técnica utilizada para canideos
selvagens e gatos, e que pode ser utilizada
para ces que ndo aceitam colheita, € a
eletroejaculagdo, mediante tranqiiilizagdo
prévia do animal.

Com qualquer uma das técnicas utili-
zadas, a prote¢do do sémen contra luz e
choque térmico € desejavel. Além disso a
colheita fracionada é possivel, caso se
tenha interesse em realizé-la.

7. TECNICAS DE IA

As técnicas bdsicas de inseminagdo
artificial na cadela sdo duas: a que utiliza
deposigdo do sémen intravaginal; e a que
utiliza deposigdo intra-uterina. A escolha
entre a utilizagdo de uma ou de outra
depende da qualidade do sémen utilizado.

Relembrando a fisiologia, o cdo € uma
espécie de ejaculagdo intravaginal, e
enquanto 0 c30 permanece com O pénis
ereto e acoplado 2 genitdlia da cadela, o
sémen flui através da cérvix, atingindo o
{itero antes que ocorra o desacoplamento,
j4 estando presentes espermatozdides nas
tubas uterinas da cadela 25 segundos ap6s
o inicio da ejaculagdo. Nao se conhece o
local do reservatério espermdtico na
cadela, tendo sido observada grande
quantidade de espermatozdides na luz das
glindulas endometriais ap6s a c6pula. O
transporte dos espermatozéides até as
tubas uterinas € passivo, realizado por
contragbes da musculatura genital da
cadela. No entanto, quando se realiza a
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inseminagdo artificial, é preciso garantir
que o sémen atingird o ttero, e ndo reflua
pela vagina até o exterior.

Quando se utiliza sémen fresco, realiza-se
a inseminagéio com deposigdo vaginal, por
meio da utilizagdo de uma pipeta que
atinja o f6rnix vaginal, elevando-se o
posterior da cadela e injetando-se o
sémen. A elevago do posterior da cadela
impede o refluxo seminal, pois este fluird
pela cérvix por gravidade. A cadela deve
permanecer nessa posigdo por, pelo
menos, dez minutos. A massagem do
clitéris nessa ocasiio estimula as con-
tragbes da musculatura lisa genital,
favorecendo a progressio seminal.
Durante alguns minutos apés, alguns
técnicos recomendam que se evite a
posigdo sentada do animal, esforgo fisico
e micglio, sob pena de poder ocorrer
refluxo, mas outros consideram esse
cuidado desnecessdrio.

Quando se trabalha com sémen de méd
qualidade, principalmente em termos de
longevidade no trato genital feminino,
procura-se assegurar que Os esperma-
tozéides estejam presentes em quantidade
suficiente nas tubas uterinas no momento
da fertilizagdo. Este € o caso, por exem-
plo, do sémen congelado, cuja longe-
vidade é de 12 a 24 horas, enquanto a do
sémen fresco de boa qualidade é maior
que 48 horas. Em fungdo disso, para o
sémen congelado utiliza-se, de maneira
geral, a inseminagdo intra-uterina.

Vérias sdo as formas de se realizar a
inseminagdo intra-uterina. A primeira
forma descrita foi a fixagdio da cérvix
entre os dedos, por palpagiio transab-
dominal, e passagem de um cateter
metédlico, introduzido através da vulva,
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cuja extremidade alcangard o corpo
uterino. No entanto esse procedimento &
extremamente dificil, exigindo muito
treinamento, e mesmo assim ocorrem
muitas falhas na passagem pela cérvix.
Outra opgéio mais recente é a visualizagio
da abertura cervical e sua cateterizagio
por meio de endoscopia.

Outra forma de se utilizar a via intra-
uterina € a inje¢do do sémen na luz do
titero através de laparotomia ou videola-
paroscopia. No entanto essas duas
técnicas limitam as inseminagfes a uma
s para cada ciclo, além do risco cirtirgico
envolvido.

Outra opgdo menos comum € a utilizagdo
da Osiris gun, equipamento que nada
mais € que uma sonda de Foley intro-
duzida na vagina, inflando seu balonete
na porgio cranial da vagina e ali
depositando o sémen, deixando a sonda
no local por dez minutos, mimetizando a
agdo tampdo e estimulante do pénis ereto.

De forma geral preconiza-se a via
intravaginal  para  sémen  fresco,
intravaginal ou intra-uterina para sémen
resfriado e intra-uterina para sémen con-
gelado. No entanto, hd relatos de utili-
zagio da via intravaginal com sucesso
para sémen congelado, desde que se
garanta uma eficiente entrada do sémen
pela cérvix.

Para as inseminagbes intravaginais, é
importante ressaltar o volume de sémen
aplicado. O volume ideal varia em fungéio
do tamanho da fémea, estando em torno
de 4ml para as pequenas e 7ml para as
médias e grandes. A importincia do
volume reside principalmente na neces-
sidade de se evitarem perdas por refluxo
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no grande volume e perda de células no
equipamento de colheita e inseminagio no
pequeno volume. O controle do volume
inseminante é feito no momento da
colheita, regulando-o em fungdo da maior
ou menor quantidade da terceira fragdo
colhida. No caso de pequeno volume
obtido, pode-se aumentd-lo com dilui-
dores préprios, como os de glicina-gema,
minima contaminagéo, leite UAT etc.

As principais causas de refluxo de sémen
apGs a inseminagfo sdo o grande volume
nas cadelas pequenas, = inseminagdo
precoce ou tardia, deposigdo do sémen
caudal ao férnix vaginal e manejo ina-
dequado ap6s a inseminagdo.

O momento de inseminagdo serd definido
em fungdo do controle reprodutivo da
cadela e da qualidade do sémen. Se se
utiliza cio com sémen de mé qualidade,
deve-se  procurar  inseminar  mais
tardiamente, evitando inseminagdes pre-
coces que, além de aumentarem a
possibilidade de contaminagdo uterina,
irdo provocar uma redugdio da concen-
tragio espermética do ejaculado no
momento em que ela deveria ser a maior
possivel, dadas as colheitas sucessivas. O
mesmo raciocfnio serve para o sémen
resfriado ou congelado, devendo ser
utilizado no momento em que os ov6citos
estio aptos a serem fertilizados, em
fungio da restrigio do nidmero de
inseminagdes imposta pelas doses insemi-
nantes disponiveis e/ou técnica de inse-
minagéo utilizada.

O niimero de inseminagdes realizadas por
ciclo é de menos importincia comparado
com o momento da inseminagdo, o qual
deve coincidir com a fase em que os
ovécitos estdo férteis. Se estivermos
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diante de um cdo com mé qualidade
seminal, uma boa prética é utilizar um
diluidor na colheita de sémen, e 2-3
inseminagdes repetidas a cada 24 horas a
partir da detecg@io do perfodo fértil.

A concentragdo espermética minima para
IA em cles estd, para sémen fresco e via
intravaginal, considerando-se 0 momento
fértil da cadela, em torno de 200 milhdes
de espermatozéides vidveis. No entanto
isso ainda é motivo de pesquisa por causa
da ampla variagiio racial nessa espécie.
Tal dose inseminante pode ser menor,
desde que utilizadas técnicas especiais de
IA intravaginal ou usar a via intra-uterina
como no caso de cdies com baixa
qualidade seminal.

Deve-se ter cuidado com o perfodo
decorrido entre a colheita do sémen e sua
aplicagio na cadela. O perfodo deve ser 0
minimo possivel, evitando-se resfria-
mento e luz direta sobre o sémen. Além
do mais deve-se ter cuidado com os
materiais utilizados, que podem ser
téxicos se em contato com 0s esperma-
tozéides como ldtex e seringas pldsticas.
Caso seja inevitdvel o contato, que seja 0
minimo possivel.

8. PROCESSOS ESPECIAIS
8.1. SEMEN FRESCO DILUIDO

A utilizagio de um diluidor de sémen
pode ser indicada em alguns casos.

Quando a qualidade do sémen é muito
ruim, como quando o sémen tem baixa
motilidade e vigor associada a baixa
concentragio, pode-se diluf-lo para
aumentar a protegdo dos espermatozéides
enquanto estdo sendo submetidos a
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manipulagdo inevitdvel, ocorrida no
periodo entre a ejaculagio e a deposigio
no genital feminino. Acredita-se que o
fluido seminal tenha componentes preju-
diciais aos espermatozéides enquanto
submetidos & manipulagio, e sabe-se que
ndo os protege das alteragdes provocadas
pelo resfriamento, o que pode ser
conseguido com a utilizag¢fio de diluidores
apropriados.

A melhor forma de proteger esses esper-
matozdides, quando j4 se tem conhe-
cimento da qualidade seminal do ciio, &
colocar certa quantidade de diluidor,
aquecido a 37°C, no fundo do tubo de
coleta, de forma que o ejaculado tenha
contato imediato com ele. Essa forma & a
mais comum e eficiente, apesar de
dificultar a observagio quanto 2
ejaculagio da fragdo rica, mascarando a
coloragio e aspecto do sémen obtido. De
maneira semelhante, podem-se utilizar os
mesmos  diluidores para aumentar o
volume seminal, quando se tem pequeno
volume ejaculado, embora de boa quali-
dade espermitica.

Outra utilizagdo recomendada de dilui--
dores para o sémen fresco & quando se
tem mais de uma cadela a ser inseminada
com um s6 ejaculado. Nesse caso, se o
volume ejaculado for suficiente para ser
dividido, permitindo volume adequado
para inseminagdo, ndo serd necessria a
utilizagdo de diluidor. No entanto, muitas
vezes para se obter volume suficiente para
a divisdo em duas ou mais partes, poderd
ser necessdria grande quantidade da
terceira fragio, o que pode ser
problemédtico tendo em vista o tempo
despendido para obté-la enquanto o
sémen aguarda no tubo coletor, perdendo
em qualidade.
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Os diluidores mais comumente utilizados
sdo os de Glicina-Gema (Dimitropoulus),
Minima Contaminagio (Kenney) e leite
UAT.

8.2. SEMEN RESFRIADO

A utilizagio do sémen resfriado de ciies
ainda niélo € rotina em nosso meio, apesar
de sua utilizagdo com sucesso ter sido
relatada por Harrop nos anos 50. A
vantagem de se utilizar sémen resfriado &
exatamente a de possibilitar o acasala-
mento de cdes separados geografica-
mente, sem que seja necessdrio o trans-
porte de um deles.

O objetivo de se resfriar o sémen & fazer
com que as células espermiticas
diminuam o metabolismo, de forma a niio
perderem energia ao longo do transporte.
No entanto, para isso é necessirio que se
utilizem diluidores apropriados para
proteger as células do efeito do frio sobre
Sua estrutura, principalmente a membrana
plasmética. Os diluidores mais adequados
sd0 aqueles que possuem macromoléculas
do leite e/ou da gema do ovo, as quais sio
protetoras da  membrana  celular,
impedindo que esta se lese. A membrana
lesada possibilita trocas inadequadas entre
0s meios intra e extra-celulares que
inviabilizam a sobrevivéncia celular apés
0 reaquecimento do sémen. No entanto,
apenas o diluidor adequado nio &
suficiente. preciso proporcionar uma
queda lenta da temperatura, tio lenta
quanto -0,3°C/minuto, principalmente na
faixa do choque térmico, entre 20 e 8°C.

Quanto mais baixa a temperatura de
resfriamento do sémen, até 4°C, maior o
tempo de estocagem e melhor a conser-
vagdo celular,
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Portanto, para ser possivel o resfriamento
e transporte é necessdrio um contéiner
adequado como por exemplo os modelos
Celle e modificagdes, desenvolvidos para
sémen eqliino. Pode-se, por outro lado,
obter o resfriamento em geladeira,
valendo-se de artificios que permitam
queda lenta da temperatura e, ao se atingir
a temperatura desejada, transportar O
sémen em recipiente isotérmico.

No entanto, a viabilidade espermética do
sémen submetido a resfriamento, no
sistema genital da cadela, € menor que a
do sémen fresco. Nesse sentido reco-
menda-se maior rigor nas inseminagdes
do que seria necessério para sémen fresco
do mesmo céo.

Os resultados de fertilidade na literatura
internacional sobre utilizagio de sémen
resfriado sfio escassos, mas parecem estar
préximos aos do sémen fresco, 70-80% de
taxa de concepgéo.

8.3. SEMEN CONGELADO

A congelagio do sémen canino e sua
utilizaglio teve o primeiro relato em 1969,
por Seager. No entanto, até hoje procura-
se 0 melhor método para tal.

A grande vantagem de se utilizar a
congelagiio parece ser a possibilidade de
guardar para o futuro o sémen de um céo
de alto valor genético, podendo ser
utilizado ou comercializado mesmo apds
a morte do animal.

Para congelagiio de sémen & necesséria a
utilizagio de diluidores especificos,
diferentes daqueles utilizados para
resfriamento, pois serd necesséria a incor-
poragdio de um crioprotetor das estruturas
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esperméticas como o glicerol. Os
diluidores geralmente contém gema, tris,
glicose, lactose ou frutose, dcido citrico e
glicerol. No entanto, assim como para
outras espécies, o glicerol € téxico a
célula espermética, tornando-se um mal
necessério, pois ainda n3o se conseguiu
melhor crioprotetor.

Assim como o uso do glicerol é uma
adaptagdo do modelo desenvolvido para
bovinos (para os quais a toxidade estd
controlada), toda a técnica de congelagdo
do sémen canino foi desenvolvida por
adaptagdo principalmente da técnica
utilizada para aquela espécie.

Assim como o sémen resfriado apresenta
menor viabilidade na fémea que o fresco,
o sémen congelado tem viabilidade menor
ainda, considerada no méximo de 24
horas, exigindo controle muito eficiente
da ovulagio da cadela. As inseminagOes
devem ser intra-uterinas, apesar de alguns
trabalhos procurarem viabilizar a IA
intravaginal para o sémen congelado. A
literatura nacional é carente de dados de
inseminagdes com sémen congelado; no
entanto, a literatura internacional apre-
senta muitos dados, a maioria deles de
resultados inferiores aos de sémen fresco,
ficando a taxa de concepgio ao redor de
50-60%.

A forma de envase mais comum € em
palhetas de 0,55ml, na qual sdo
acondicionadas de 50 a 100 milhdes de
células méveis pré-congelagio, com perda
de até 50% das células durante os pro-
cessos de congelagiio e descongelagio.
Como a dose inseminante por via intra-
uterina deve conter em torno de 200
milhdes de células, ela serd composta por
mais de uma palheta.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

Como a fisiologia reprodutiva dos cdes
possui detalhes préprios que a diferen-
ciam substancialmente do padréo bovino,
eqilino e sufno, aos quais estamos mais
familiarizados, é um pouco dificil
compreender certos procedimentos e
técnicas utilizados na  inseminagdo
artificial de cdes como, por exemplo,
aguardar dois dias ap6s a ovulagdo para
realizar a inseminagiio, ou ter grande
preocupagiio com aspectos psicol6gicos
do cdo, sob pena de ndo se conseguir
sémen de boa qualidade, ou encarar a
inseminagdo artificial como indicagdo
médica mesmo contrariando a selegdo
natural — o que poderia ser inaceitdvel se
se tratasse de uma criagdo com objetivos
comerciais —, € em alguns casos pura-
mente com o objetivo de obter um filhote
da cadela ou do cdio de que se gosta.

Portanto, o conhecimento das técnicas
envolvidas na inseminagdo artificial de
cdes é importante, e estas podem ser
buscadas na literatura; mas a percepgdo de
que o cdo € um animal diferenciado dos
demais com os quais lidamos, por causa
da humanizagdo imposta pela sua
proximidade cada vez maior com os
proprietérios, incorporando aspectos do
comportamento humano, torna a tarefa

mais complexa do que parece, € ©
veterindrio que pretende lidar com a
reprodugiio de cdes ndo pode estar alheio
a isso.
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