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ABREVIATURAS UTILIZADAS

Espermatozoides — sptz
Inseminacgao Artificial — 1A
Jumento Poitou — JP

Jumento Marchador Brasileiro — JMB
Nitrogénio — N,

Membrana Plasmatica— MP
Glicerol — GLI

Glutamina — GLU

Gema de Ovos - GO

Gema de Ovos de Galinha — GOG
Gema de Ovos de Codorna— GOC
Basal Medium Eagle — BME
Juncao Utero Tubérica — JUT

Prostaglandina E2 - PGE,



Introducéo:

Apesar dos resultados envolvendo a congelacdo de espermatozoéides (sptz)
eguinos ter sido divulgado por Barker e Gandier (1957), apud Squires et al (1999),
as pesquisas nessa espécie se intensificaram mais tardiamente, provavelmente
devido a relutancia da maioria das Associacbes de Criadores em aceitar 0 uso de
sémen manipulado, fato hoje parcialmente revertido, conforme relatam Squires et al.,
(1998).

Os estudos sobre o tema, em equinos, sao vastos (Papa e Alvarenga, 1984;
Neves Neto et al, 1995; Papa et al, 1998; Alvarenga, 1998; Trimeche et al., 1999).;
todavia os problemas persistem, embora ndo sejam exclusivos desta espécie (Holt,
2000). Por este motivo, varios centros de pesquisa no mundo todo, procuram uma
metodologia para sana-los; consequentemente, € compreensivel o fato de ndo haver
uma universalmente aceita para esta espécie, como a existente para bovinos,
segundo Samper e Morris, (1998).

A industria equina vé nesta busca, a perspectiva de empregar as tecnologias
geradas, para maximizar o uso de garanhdes, derrubar barreiras geogréficas,
eliminar ou diminuir a propagagdo de doencas sexualmente transmissiveis e
possibilitar o uso de animais ja mortos (Squires et al 1998).

Uma outra finalidade desta tecnologia, é a preservacdo de material genético
por um inesgotavel periodo de tempo, propiciando a formacdo de um banco de
germoplasma, conhecido como preservacao “ex situ”. (Mariante e Cavalcanti, 2000).

Segundo Dos Santos (1994), o produto proveniente do cruzamento entre
jumento e égua, € bastante desejavel no meio rural, pois reine as melhores
caracteristicas dessas espécies em um unico animal (mula ou burro). Mesmo sendo
geneticamente proximas, ha dificuldades em se obter o0 muar em monta a campo,
pois existe uma aversao mutua, decorrente de caracteristicas sociais e reprodutivas
distintas, o que pode ser contornado com o uso da Inseminacao Artificial (1A).

Algumas racas de asininos, devido a seu abate indiscriminado e mesmo a
pouca atencao recebida em relagéo a atividade reprodutiva, estdo hoje sob risco de

extingdo. Como exemplo temos o “Jumento Poitou” (JP), com 180 exemplares no



mundo e o “Jumento Marchador Brasileiro” (JMB) com, aproximadamente, 80
cabecas (Philippe M.A., 1994 appud Trimeche et al. 1998; Mariante e Cavalcanti,
2000).

Os poucos trabalhos encontrados, nessa espécie, ndo fazem uso do teste de
fertilidade (Polge e Minotakis, 1964; Dos Santos, 1994; ARRUDA et al., 1989; Silva,
et al., 1997), ou utilizaram éguas (Papa et al., 1999) ou nado foi possivel sua
repeticdo em nossas condi¢cdes (Trimeche, A. et al., 1998), necessitando serem
aclarados.

Portanto, o objetivo desta monografia, € discutir a: criopreservacdo das
células espermaticas; taxa de congelamento e descongelamento; crioprotetores;
aditivos; diluentes utilizados para jumentos e aprimoramento da IA para a espécie,
comentando perspectivas de aperfeicoamento para elevar os atuais indices de
fertilidade.



REVISAO DA LITERATURA:

a) Principios da criopreservagdao :

A congelacdo de sémen de equinos varia individualmente e é um dos fatores

mais importantes

na determinacdo da taxa de prenhez de éguas, quando este

sémen é utilizado (Samper, 1998). Embora a maior parte da literatura enfoque a

criopreservacdo das células espermaticas somente durante este processo, 0s sptz

sdo passiveis de lesbes fisicas e/ou estruturais antes, durante

e apos a

criopreservacao, que estdo sumarizadas na Fig. 1.

Causas Conseqliéncias
Coleta de sémen e | Proteinas seminais sao adicionadas ao sptz, estimulam a
diluicdo motilidade
. ~ Viabilidade espermética depende das condigbes de
Centrifugacéo

centrifugacao

Adicdo de leite, gema de
ovo e glicerol (GLI)

Estresse osmoético passageiro; células rapidamente
desidratam e entéo lentamente retomam o volume normal
enquanto GLI se interioriza na célula

Refrigeracap a 5° C

Ocorrem mudangas nas membranas que podem resultar
em choque térmico e/ou danos de refrigeracdo as
membranas

Congelacao celular
(remocdo de agua do
sistema em forma de
gelo)

Mudangcas osmoticas (perda de éagua) causa
desidratacdo celular e podem resultar em danos
osmoticos; reducdo na temperatura pode causar danos
de refrigeracdo, formacéo de cristais de gelo e danos a
célula

Estocagem em Nitrogénio
(N,) liquido

Células devem permanecer nos canais nao congelados

Descongelagéo (retorno
da agua a sua forma
liquida)

Remocéao do GLlI
(retirada do GLI antes da
IA ou sO 1A)

Mudangas osmoticas (“adicdo de agua”) restaura o

volume celular, danos de recristalizagdo, danos
osmoticos

Desequilibrio passageiro de osmolaridade, célula
rapidamente  aumenta seu tamanho e entdo

vagarosamente retorna ao volume original conforme o
GLI deixa a célula, pode ser muito lesivo

Figura 1 : Principais causas e conseqiliéncias das injurias antes, durante e
apos a criopreservacdo nas células espermaticas. (Adaptado de Graham, 1996)

Muito embora os sptz sejam uma célula simples (sem reticulo endoplasmaético,

7

lisossomas, e boa parte de seu citoplasma), o restante € ainda muito complexo,
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possuindo multiplos compartimentos celulares, membranas e estruturas subcelulares.
Um outro detalhe de particular interesse para os criobiologistas, € o fato que o DNA
destas células esta condensado a ponto de impedir que seus genes se expressem,
impossibilitando-a de de realizar um auto-reparo a qualquer dano sofrido (Graham,
1998).

Para serem ainda férteis, os sptz deverdo ultrapassar todas estas dificuldades

impostas, preservando as seguintes caracteristicas que estdo destacadas na Fig. 2.

Morfologia aceitavel

Metabolismo para producéo de energia

Motilidade progressiva

Membranas plasméticas e acrossomal estabilizadas

Presenca de enzimas para fertilizacéo

Figura 2 — Caracteristicas e atributos do sptz para fertilizacdo (Adaptado de
Squires et al., 1999)

A célula espermatica € revestida mais externamente pela membrana
plasmatica (MP) (Fig. 3). A MP é composta de uma camada bimolecular de lipidios
(fosfolipideos, glicolipidios e colesterol), e proteinas (Fig. 4). E metabolicamente
ativa e devido a sua composicao € impermeavel a maioria das moléculas. Tem um
importante papel de isolar a célula do meio exterior e media reacbes com o meio que

a cerca, controlando o fluxo de agua e eletrdlitos (Cooper, 1996)

INTEGEAIS




Figura 3 e 4 — AMMAN e GRAHAM (1993)

A integridade estrutural da MP é determinada pela temperatura e pela solugdo
na qual ela esta banhada; na temperatura corporal a membrana esta fluida. Essa
caracteristica é decorrente da ampla mobilidade lateral dos fosfolipideos, porém néo
possuem a mesma facilidade de se movimentar entre as faces externa e interna
(Amman et al, 1993; Cooper, 1996; Graham, 1998).

Para a realizacdo da criopreservacao € imposto aos sptz, entre 19 °C e 5°C,
0 primeiro estresse térmico. Nesta faixa de temperatura a MP passa por uma fase
de transicdo, do estado liquido cristalino para o de gel, podendo ocorrer perda de
movimentos progressivos, alteracdes nas membranas plasmética e acrossomal,
sendo o primeiro desafio para estas células (Watson, 1995).

Quando atemperatura do meio atinge entre —5°C e —10°C, cristais de gelo se
formam, a partir da agua pura no meio extracelular, porém protegido pela MP o meio
intra-celular ndo se congela, (super refrigerado). Segundo Mazur (1984), o ponto de
congelacdo de uma solugdo é determinado pela concentracdo de solutos que ela
participa. Em decorréncia, a agua do interior da célula flui por osmose para 0 meio
externo e também se congela. Os outros elementos do meio extracelular (sais,
proteinas, gorduras), permanecem na por¢cdo ndo congelada (Amman et al, 1993;
Holt, 2000). Com a temperatura diminuindo, mais moléculas de agua se cristalizam,
resultando em uma concentracdo maior de solutos na fracdo ndo congelada, que
formardo os “canais ndo congelados” (Fig. 5). O volume destes canais é importante,
pois somente as células que estiverem neles irdo sobreviver a criopreservacao

(Aman e Pickett, 1987).
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Figura 5 — Canais ndo congelados (Squires et al. 2000)

b) Taxa de congelamento e descongelamento

A taxa de congelamento também pode causar les6es nas células. Segundo
Mazur (1990); caso a célula sofra uma queda de temperatura muito rapida, que nao
permita a sua desidratacdo, ocorrera a congelacdo intracelular (macrocristais),
lesando seu interior. Se essa congelacdo for muito enta, estas células poderédo se
desidratar em decorréncia do meio exterior muito concentrado, ndo formando
grandes cristais intracelular, mas desencadeando um desarranjo morfofuncional pela
desidratagéo intracelular exagerada.

Da mesma forma o descongelamento podera causar sérios inconvenientes que
deixardo esta célula com sua sobrevivéncia e/ou funcionamento comprometidos.
Squires et al. (2000), indica que a taxa de descongelamento deve ser 0 mesmo que

a da congelacéo (lenta/lenta ou rapida/rapida). Figura 6.
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Figura 6 — Taxas de congelacéo e descongelacao (Squires et al. 2000)

c) Crioprotetores:

A procura por substancias com propriedades crioprotetoras tem sido motivo
de pesquisa de varios criobilogistas. Essa busca tem sido impulsionada pelo fato de
somente uma parte dos garanhfes apresentam sémen com uma boa resposta a
congelacdo, com os meios utilizados, conforme atestam Arruda et al. (1989) e
Alvarenga et al. (2000). Ao longo de varios anos uma gama de substancias tem sido
utilizadas para fornecer protecdo adequada as células esperméticas durante a
criopreservagao.

Observando a literatura existe uma divisdo basica que agrega o0s

crioprotetores em penetrantes e ndo penetrantes (Keith, 1998)

c-1) Penetrantes
Sao substancias que atuam tanto no meio intra como extracelular. Sendo os
mais comumente utilizados Glicerol (GLI), etilenoglicol, DMSO e amidas (Keith, 1998)
Seu mecanismo de a¢do ndo estad bem compreendido. Watson, (1979) appud
Keith, (1998), sugere que estas substancias atuem atraves de propriedade coligativa
com a agua. Uma propriedade coligativa é a depressédo do ponto de congelamento

de uma solucdo. Em uma solucdo que contenha GLI, dispora de mais agua ndo
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congelada do que outra sem o GLI, aumentando o volume dos canais de solventes
ndo congelados, reduzindo a concentragdo de sais das porgdes ndo congeladas.

Portanto atuam tanto como solvente como soluto.

c-2) Nao penetrantes

Incluem-se nesta categoria 0s acucares (lactose, frutose, rafinose ou
threalose), polimeros sintéticos (metil celulose). Esta categoria protege as células
basicamente através de efeitos osméticos. As células em suspensao em um meio
hipertdnico perdem seu contelido de agua. Desta forma diminuem a possibilidade de
formacédo de cristais dentro da célula. Estes componentes agem como solutos ou

coléides, nao servindo como solventes (Graham, 1996).

c-3) Aditivos

Para evitar danos celulares na fase de resfriamento, prevencao do choque-
térmico, os diluidores utilizados para criopreservacdo do sémen equino possuem
lipidios ou moléculas lipofilicas, presentes na gema de ovo (GO) efou leite
desnatado. Sua funcdo se deve a acdo de moléculas de baixa densidade, em
particular os fosfolipideos, que atuam estabilizando a MP da célula do sptz, embora
ndo se tenha detectado interacdo entre estes fosfolipideos e membranas do sptz.
Outro elemento incorporado é o etilenodiaminotetracético (EDTA), que pode se ligar
ao calcio e magnésio, reduzindo a sua entrada na célula, visto que 0 seu excesso
provoca lesbes celulares, durante o resfriamento (Arruda, 2000). O OEP (orvus-Es
paste), um agente emulsificante, reforca a protecéo dos fosfolipideos (Martin et al.,
1979).

d) Principais diluentes utilizados para jumentos:

Os meios diluentes para congelacdo, utilizados com sucesso com jumento,
sdo o0 T2-94 (Trimeche, et al., 1998) e o M9 (Papa et al., 1999).

Trimeche et al. (1996), testaram concentracdes de glutamina (GLU) em meio
INRA 82, e através da analise computadorizada do sémen, determinaram que a

melhor concentracdo de GLU foi 80 mM. Salientaram que a associagéo da GLU e
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GLI foi necessario para um melhor resultado, indicando que possuem mecanismos de
criopreservacao diferentes.

Ao compararem as gemas dos ovos de galinha (GOG) e codorna (GOC),
Trimeche et al. (1997), encontraram que a composi¢do geral era igual, embora a
GOC possuia significativamente mais phosphatidylcholina, menos
phosphatidylethanolamine e uma menor taxa de acidos polinsaturados : saturados,
gue a GOG. Utilizaram a GOC ou de GOG, no meio INRA 82, processaram o0 sémen
de JP para congelamento, acompanhada da analise computadorizada do sémen. Os
resultados foram superiores para o sémen proveniente do meio com GOC. Os
autores creditam este fato as caracteristicas da GOC.

O GLI é um importante crioprotetor e muito utilizado na congelagcdo do sémen
de equino, (Martim et al., 1979; Papa et al., 1999). Porém ao lado da sua funcdo que
atenua as lesdes celulares na congelacdo, sdo também conhecidos seus efeitos
toxicos (Squires, 1999).

Alguns pesquisadores tem chamado a atencao para a remocéo do glicerol
apods a descongelacéo. Ball (2001), estudou a retirada do GLI do sptz de equinos,
em uma ou varias etapas. O autor analisou a motilidade e a integridade das
membranas e encontrou que quando o sptz era abruptamente retornado em meio
isotdnico (1 passo), houve reducédo (P<0,01) da percentagem de vivos e acrossoma
integro, quando comparado as células com varias passagens (7). Salienta o autor
que a rapida retirada do GLI em meio isosmético parece ser 0 aspecto mais nocivo
do estreese osmatico. Vidament et al. (2001), fizeram a retirada do GLI atraves de 1
ou varios passos (diluicdes fixas) e ndo encontrou diferenca significativa, 38% X 36%
respectivamente, entre os métodos estudados, para a caracteristica motilidade em
sémen congelado.

Na Unica literatura encontrada sobre uso de sémen de jumento congelado em
jumentas da raca Poitou, Trimeche et al (1998), relataram sucesso. O protocolo
utilizado pelos autores destaca: 1- congelacdo do sémen atravées de palhetas 0,5 de
ml e concentragéo de 60x 10°% 2- ap6s a descongelacdo o sémen foi processado de
duas formas distintas: com ou sem a retirada do GLI (com o auxilio do T2-94, sem

GLI (v/v)); 3- inseminagbes sucessivas a partir de um foliculo de 30 mm, dose
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inseminante de 600 x 10° até a ovulacdo. No decorrer de 4 ciclos, os resultados

obtidos foram:

o _ Dose
Animais | Glicerol _ _ Volume (ml) | Gestantes
inseminante
17 Com 600 x 10° 10 0
21 Sem 600 x 10° 20 8

Em publicacdo também pioneira e Unica Papa et al. (1999), relataram 2
gestacbes (66%) em éguas com uso de sémen de jumento congelado em M9H
composto a base de Merk-gema (Martin et al., 1979), adicionado de meio a base de
leite desnatado e glicose (Kenney et al., 1975 appud Papa et al. 1999) e acrescido
de Basal Medium Eagle (BME).

e) Aprimoramento da IA para a espécie

e-1) DOSE INSEMINANTE

O numero de células esperméticas por dose inseminante, em equinos, é
controverso. Samper, et al. (1998), em um levantamento realizado em 25
laboratérios do mundo, verificaram valores variando de 250 a 700x10° de células por
dose. Dellaqu’Aqua (2000), utlizando doses inseminantes de 50, 100, 300 e
800x10°, ndo obteve diferengas significativas para taxa de prenhez em éguas.
Trimeche et al. (1998), utilizaram sémen congelado de jumento com 600x x10° em
jumentas Poitou, e alcancaram taxa de gestagdo da ordem de 38%. Papa et al.
(1999), trabalhando com sémen de jumentos na dose de 800x x10°, obteram 66%
de éguas gestantes .

Para verificar o efeito da dose e do diluente, Burns et al (2000), utilizaram o
extensor sem sptz e sémen criopreservado nas doses de 150 x10°, 700 x10° e 1,2
x10°, em éguas reprodutivamente normais, avaliaram através da ultra-sonografia o

grau e caracteristica do fluido acumulado nos seguintes momentos: quando da
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aplicacdo do hCG; ra IA e 14 horas apos IA. Encontaram fluido uterino & 14 horas
pés IA, em 3 animais: 1 que recebeu dose espermaticas de 150 x10°, outra do grupo
inseminado com 1,2 x10° e em uma das que recebeu somente o diluente.
Concluiram que em éguas reprodutivamente normais, a elevacéo da concentracao da

dose inseminante ndo causou reacao uterina perceptivel pelo ultra-som.

e-2) Local de deposicédo do sémen

Os estudos da distribuicdo do sémen quando depositado no trato genital
feminino, poderdo auxiliar a técnica da IA em jumentas da raca Brasileira. Nesta linha
de pesquisa, Katila, et al. (2000), encontraram que entre 8 a 20 minutos pos IA de
2,0 a 2,5x10°, as células espermaticas ja haviam migrado para o apice dos cornos
uterinos.

Féo (1994), na primeira fase do seu experimento, utilizando éguas de
matadouro, inseminou-as no corpo e corno uterino do lado homologo ao foliculo
dominante, 1 a 2 horas antes do seu sacrificio. Recolheu as pecas (trompas, cornos
e cerviz) e apés lavagem com ringer lactato, contou os sptz recuperados de cada
segmento e verificou que a IA intracornual propiciou um numero significativamente
maior de sptz no corno uterino correspondente, quando comparado alA no corpo do
Utero. Embora os valores celulares encontrados nas trompas nao mostraram
diferencas significativas entre os tratamentos, houve uma tendéncia a ser maior no
lado da IA quando comparado a aplicagédo do sémen no corno uterino. Na fase de
campo, utilizando os dois métodos, foram inseminadas 73 fémeas. Com expressiva
vantagem (p<0,0001), para as gestacdes obtidas através da IA intracornual, 66%
(48/32), em oposi¢éo a no corpo uterino 32% (25/8).

Nie et al. (2000), utilizaram trinta éguas divididas em dois grupos: G1-
Inseminacdo com 1x10° de sptz méveis; G2- Inseminacdo com 1x10° de sptz méveis
selecionados pelo sephadex. As doses foram aplicadas no apice do corno uterino
(JUT) ipsilateral ao foliculo dominante, com uma pipeta flexivel. As taxas de

fertilizacao foram respectivamente para o G1 e G2 de 18,8% e 7,1%, sem diferenca
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estatistica. Os autores acreditam que o uso da dose inseminante mais concentrada,
depositada na JUT, podera tornar mais eficiente o uso do garanhéo, do que a dose
de 500x10° de células viaveis, quando depositado no corpo uterino.

Woods et al. (2000), ao utilizarem 25x10° de sptz, no corno e no corpo uterino
ndo encontraram diferencas significativas, entre as técnicas, para os valores de
gestacao.

A técnica de IA intracornual ganha relevancia, para uso em asininos quando
Papa (2002)", relataram refluxo, apés a IA no corpo do Utero, ao utilizarem na
jumenta da raca Brasileira o volume sugerido por Trimeche (1998), 20 ml. O autor
justificou o fato devido & diferencas zoomorfolGgicas, entre as racas, que s&o

resumidas nas Fig. 7.

i RACAS
CARACTERISTICAS
BRASILEIRO POITOU
Peso (KQ) 240 — 350 260 — 600
Altura (m) 1,15- 1,30 1,32-1,53

Figura 7 — Caracteristicas de peso e altura de animais das racas Brasileiro e o
Poitou (Adaptado de Chieffi, 1947)

Por nao dispor dos diametros dos cornos uterinos de jumentas da raca Poitou,
a comparacao foi realizada entre jumentas Brasileira e potras da raca Brasileira de
Hipismo, com 2 anos, que apresentavam valores corporais proximos aos da raga
Poitou, (Fig. 8).

Eguas | Jumentas

Caracteristicas n=15 n=15
Peso (KQ) 486 304
Altura (m) 1,58 1,28

Didmetro médio do corno uterino
34 22,6
(mm)

Figura 8 — Valores médios dos diametros dos cornos uterinos entre jumentas
da raca Brasileira e potras Brasileira de Hipismo.
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Baseado nos valores apresentados, Papa (2002)" propde que o uso da IA
intracornual ipsilateral ao foliculo dominante, € mais apropriado ao uso de um volume
maior de sémen sem refluxo, 0 que concorrera para uma maior possibilidade de

colonizacdo da JUT.

e-3) Uso hormonal

O papel seletivo da juncdo atero tubarica (JUT) sobre as estruturas
embrionarias de equinos é amplamente aceito. Anatomicamente, esta regido é
privilegiada por possuir uma forte camada muscular que age como um esfincter
(Weber e Wods, 1993). A acao miorelaxante da Prostaglandina E, (PGE;), na
trompa da égua, foi estudada por Weber (1995).

Robinson, (2000), gotejou na trompa uterina, por laparoscopia, 0,25 mg de
PGE; ou solugdo salina no dia 4 pos ovulagdo. As coletas realizadas no dia 5
encontraram estruturas (embrides e odcitos nédo fertlizados) nos animais tratados
com PGE,, enquanto que no grupo controle foram recuperados somente embrides
nos dias 7 e 8 pos ovulagéo.

Ao estudarem o efeito da PGE;, na fertilidade de éguas saudaveis, Woods et
al (2000), depositaram com o auxilio de uma pipeta, no apice do corno ipisilateral ao
foliculo pré-ovulatério 2 horas antes da IA, 0,2 mg de PGE; e inseminaram no corpo
e/ou corno uterino do mesmo lado da instilagcédo de PGE,, sémen de garanhdes com
histérico de alta ou baixa fertilidade. Os resultados mostraram que a PGE,,
aumentou a taxa de fertiidade, somente para garanhdes de boa fertilidade,

independente do local da inseminacéo.

f) Consideracdes finais

Como visto a despeito do tempo de utlizacdo de sémen congelado em
eqlideos, os relatos dos resultados a campo obtidos com asininos sdo muito

reduzidos e inconsistentes. A metodologia empregada em cavalos, aparentemente
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ndo pode ser somente copiada para a espécie asinina. H4& uma lacuna de

conhecimentos para a espeécie a ser preenchida com pesquisas nas areas:

Estudo sobre a preservacdo da membrana espermatica
Avaliacao de formulagbes de crioprotetores alternativos
Curvas de congelacao

Desglicerolizacdo antes da 1A

Determinacéo da dose inseminante

Local da Inseminagéo

Uso de hormonios (PGE;)

Assim estudos nas areas acima assinaladas permitirdo que as dificuldades
hoje impostas possam ser ultrapassadas e consequentemente os resultados com

sémen congelado possam ser mais favoraveis.
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