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Resumo

Nos caprinos a utilizacdo de sémen refrigerado tem uma grande limitacdo, pois
apresenta um curto prazo de viabilidade, impedindo o seu armazenamento ou transporte
durante longos periodos. Este estudo avalia o efeito do diluidor Beyond® para cavalos
em sémen de caprino. Paratal, foi aplicado o protocolo deste diluidor no ejaculado. Foram
recolhidas 30 amostras de sémen de chibos, de fertilidade provada do Centro de Sele¢édo
e Reproducgé@o Animal de Badajoz (Espanha), ao qual foi adicionado o diluidor Beyond®
para verificar se a longevidade de sémen refrigerado era prolongada com sucesso. As
amostras foram mantidas numa caixa de transporte com uma temperatura oscilante, e no
frigorifico com uma temperatura constante de 7°C. Os parametros de cada amostra, a
motilidade progressiva (MP) a motilidade total (MT), a velocidade curvilinea (VCL), a
velocidade em linha reta (VSL), a velocidade média do percurso (VAP) e o indice de
motilidade espermatica (SMI) foram avaliadas das Oh as 96h, sendo que as do frigorifico
eram avaliadas também apds 1 semana. O uso do Beyond® forneceu resultados
estatisticamente melhores no que respeita a longevidade espermatica, uma vez que
aparenta ter melhor eficacia na refrigeracdo do sémen de caprino das Oh as 48h em
comparagdo com os restantes periodos de 72h a 1 semana e em comparacao aos valores

estatisticos literarios disponiveis na atualidade.

Palavras-chave: Beyond ®; caprinos; diluidor; refrigerado; sémen; transporte.
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Abstract

In goats, the use of refrigerated semen has a major limitation, as it has a short
viability period, preventing its storage or transport for long periods. This study evaluates
the effect of the Beyond® extender for horses on goat semen. To this end, the protocol of
this extender was applied to the ejaculate. 30 samples of semen were collected from
bucks, of proven fertility from the Animal Selection and Reproduction Center of Badajoz
(Spain), to which the extender Beyond® was added to verify whether the longevity of
refrigerated semen was successfully prolonged. The samples were kept in a transportation
box with an oscillating temperature, and in the refrigerator with a constant temperature
of 7°C. The parameters of each sample, progressive motility (MP), total motility (MT),
curvilinear velocity (VCL), straight line velocity (VSL), mean travel velocity (VAP) and
sperm motility index (SMI) were evaluated from Oh to 96h, and the ones from the
refrigerator were also evaluated after 1 week. The use of Beyond® provided statistically
better results regarding sperm longevity, it appears to have better efficacy in refrigerating
goat semen from Oh to 48h compared to the remaining periods of 72h to 1 week and

compared to the literary statistical values available at the time.

Key words: Beyond ®; extender; goats; refrigerated; semen; transport.
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Abreviaturas, Siglas e Acronimos

ADN — Acido desoxirribonucleico

ATP — Adenosina Trifosfato

BCF — Frequéncia de Batida Cruzada
CASA — Computador Automético de Analise Espermatica
CENSYRA — Centro de Selecdo e Reproducao Animal
CO2 — Di6xido de carbono

FSH — Hormona foliculo estimulante

h — Horas

IA — Inseminagdo Atrtificial

ISAS — Integrated Semen Analysis System
min — Minutos

ml — Mililitros

nm — Nandmetros

P4 — Progesterona

rpm — Rotacdes por Minuto

SMI — indice de Motilidade Espermatica
T — Transmitancia

T4 — Testosterona

pl — Microlitros

pm — Micromilimetros

VAP — Velocidade Média do Percurso

VCL — Velocidade Curvilinea
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VSL — Velocidade em Linha Reta

°C — Graus Celsius
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1. Introducéo e Objetivos

1.1 Introducéo
A inseminacdo artificial € fundamental para programas de melhoramento
genético, ndo s6 pelo facto de se obterem animais geneticamente superiores para producéo

e reproducdo, como para prevenir doengas sexualmente transmissiveis.

Nos caprinos a utilizacdo de sémen refrigerado tem uma grande limitacdo, pois
apresenta um curto prazo de viabilidade, impedindo o seu armazenamento ou transporte
durante longos periodos, sendo que a criopreservacdo é a alternativa mais viavel,
requerendo a utilizacdo de mais espaco e material tendo um impacto monetéario superior.
Assim, 0 sucesso na preservacdo de sémen de caprino fresco é de grande interesse e esta
dependente de uma variedade de fatores, como a qualidade do sémen, a sua manipulagéo
e o tipo de diluidor utilizado (Gibbons et al, 2012).

A analise do sémen tem como objetivo avaliar a qualidade do ejaculado e a
capacidade reprodutiva do macho. Esta analise é fundamental para a reproducéo assistida
e inclui uma série de observacdes macroscopicas importantes: a cor e o odor sdo
indicadores importantes da saude do animal, o volume e a concentracdo do ejaculado sao
medidas cruciais, pois alteracfes nos padrées normais podem afetar a fertilidade tendo

impacto significativo na capacidade reprodutiva do macho (Lalaguna, 2012).

Com uma analise microscopica do sémen, é possivel avaliar parametros essenciais
na avaliacdo da fertilidade do sémen, sendo feita uma analise computadorizada que
permite observar a presenca de anomalias e outros parametros da amostra que se refletem
diretamente na sua qualidade. A motilidade progressiva (MP) a motilidade total (MT), a
velocidade curvilinea (VCL), a velocidade em linha reta (VSL), a velocidade média do
percurso (VAP), a Batida de Frequéncia cruzada (BCF) e o indice de motilidade
espermatica (SMI) sdo avaliacdes essenciais de qualidade espermatica, juntos estes
parametros fornecem uma visdo abrangente da capacidade fertilizante do sémen (Horst,
2020), desde gue este tenha propriedades adequadas para que ocorra uma inseminacgéo
bem-sucedida (Leboeuf et al, 2000).

Os diluidores sdo adicionados ao sémen para criarem um ambiente protetor e
nutritivo que previne alteracOes adversas na motilidade dos espermatozoides, na

funcionalidade da membrana e na integridade acrossomica. Estes diluidores sao
I
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produzidos para mimetizar o ambiente natural do sémen, fornecendo caracteristicas
essenciais que prolongam a sua vitalidade e longevidade durante maiores periodos,
facilitando o seu transporte até a inseminacéo artificial, garantindo um melhor sucesso
reprodutivo (Bustani & Baiee, 2021).

1.2 Objetivos
O objetivo geral do trabalho foi verificar se a utilizagéo do diluidor Beyond® para
cavalos, consegue prolongar a longevidade espermatica de sémen de caprino refrigerado

durante o transporte.
Os objetivos especificos foram os seguintes:

e Avaliar a MT, a MP, a VCL, a VSL, o VAP e 0 SMI de sémen de caprino
refrigerado as Oh, as 24h, as 48h, as 72h, as 96h e apos 1 semana;

e Comparar os resultados das amostras mantidas numa caixa de transporte com as
do frigorifico (7°C);

e Detetar diferengas no que respeita a longevidade espermatica de sémen
refrigerado com Beyond® e congelado encontradas na bibliografia para os
parametros de MT, MP, VCL, VSL e VAP.
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2. Revisdo Bibliografica

2.1 O espermatozoide

2.1.1 Morfologia dos espermatozoides

Durante a espermatogénese nos tubulos seminiferos do testiculo e o processo de
maturacdo dos espermatozoides no epididimo, algumas anomalias morfoldgicas podem
ocorrer, resultando em espermatozoides com caracteristicas diferentes das que permitem
uma fecundagdo com uma taxa de sucesso elevada. Quando as percentagens de
espermatozoides normais sdo inferiores ao esperado denomina-se de teratozooespermia,

a qual pode prejudicar a fertilidade do macho.

Estas anomalias podem ocorrer nas diversas partes do espermatozoide, (cabega,
corpo e flagelo) dificultando entdo a sua capacidade de movimento. Por estas razdes, a
analise morfolégica espermatica é uma etapa imprescindivel quando falamos de
reproducdo, pois estas caracteristicas estdo diretamente ligadas as fungbes do

espermatozoide (David et al., 2019).

O espermatozoide caprino é composto por uma cabeca, que contem cerca de
sessenta cromossomas, e um flagelo largo que permite a sua mobilidade com cerca de
sessenta micromilimetros (um) (Gravance et al., 1995). Os caprinos conseguem ejacular
entre dois a seis milhdes de espermatozoides por centimetro cubico, com um volume
médio de 0,1 a 0,5 mililitros (ml) de ejaculado. O tempo de formacao dos espermatozoides
é de cerca de quarenta dias, porém a sua quantidade pode alterar-se devido a fatores
internos e externos, como a raca do animal e variagfes nos niveis hormonais, o tamanho
dos testiculos que esta diretamente relacionado com a producdo espermatica, a
alimentacdo que afeta diretamente o estado de salde do animal e a altura do ano,
relativamente ao fotoperiodo e a temperatura do ambiente. Todos estes fatores podem

afetar a espermatogénese (Quittet, 1978).

2.1.1.1 Cabeca

Na visualizacdo microscépica, a cabeca do espermatozoide pode ser dividida em
duas por¢des diferentes, o acrossoma e a regido pds-acrossomica. A cabeca do
espermatozoide caprino deve apresentar uma forma oval sem irregularidades, tendo um

comprimento de 7,69um e uma largura de 3,80um (Gravance et al., 1995). sendo que a
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regido acrossomica devera ocupar até cerca de 70% da éarea total da cabeca do
espermatozoide (Quittet, 1978).

2.1.1.2 Acrossoma

O acrossoma é formado por uma membrana que esta diretamente ligada a face
interna da membrana plasmatica e a face externa da membrana nuclear. Entre os dois,
existe uma zona que contém vérias enzimas hidroliticas como as proacrosinas, as
hialuronidases, as esterases e as hidrdlases. Estas enzimas formam o contetdo
acrossémico que é libertado para o exterior durante a reacdo acrossémica, processo que
ocorre no trato reprodutor feminino e que é necessario para a fecundacdo do o6cito. No
entanto, este processo pode ser ativado por outros fatores durante o processamento do
sémen para refrigeracdo ou congelamento, causando assim degeneracdo dos

espermatozoides por morte celular.

A ativacdo antecipada deste processo causa uma grande perda na taxa de sucesso
da fecundacdo, por isso, a observagdo da integridade acrossémica € um passo bastante
importante na avaliacdo espermatica, pois garante que a qualidade e o potencial do
esperma no momento da fecundacdo se mantenham elevados. Esta avaliacdo pode ser
realizada a partir de esfregacos corados e observacdo microscopica com uma iluminacéo

de campo clara na objetiva de 100x (Lalaguna, 2012).

2.1.1.3 Nucleo

O nacleo é formado por uma membrana nuclear que contém um niumero haploide
de cromossomas e nucleoprotéinas. Durante a espermatogénese ocorre uma condensacao
progressiva da cromatina que estd diretamente associada a modificacfes quimicas do
acido desoxirribonucleico (ADN) (Lalaguna, 2012). Durante a maturacéo no epididimo,
este mecanismo de condensacéo € estabilizado com o aumento de ligac@es de dissulfato
aos grupos tiol dos residuos de cisteina. Assim, a condensacdo da cromatina permite uma
mobilidade espermatica aumentada, pois diminui o volume do nicleo e ao mesmo tempo
protege 0 material genético de fatores agressivos, como a exposicdo acidica ao trato

reprodutor feminino (David et al., 2019).

ApoOs a penetracdo do oocito pelo espermatozoide, devera ocorrer uma
descondensacdo da cromatina, reduzindo as ligacdes de dissulfato do nicleo espermatico,
com o objetivo de formar um pronucleo masculino durante o processo de fecundacao

(Sakkas et al. 1996). Este é a forma reorganizada do nicleo do espermatozoide dentro do

4
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odcito fertilizado, e desempenha um papel fundamental na formagéo do zigoto para dar
inicio ao desenvolvimento embrionario (David et al., 2019).

A capacidade de fecundacdo do espermatozoide estd diretamente dependente da
sucessdo adequada de trés eventos: a condensacdo da cromatina durante a
espermatogénese; a estabilizacdo durante a maturacdo no epididimo e, por Gltimo, a sua
descondensacdo dentro do o6cito no momento da fecundagdo. Qualquer alteragdo nesta
sucessao de eventos, ou algum dano causado ao espermatozoide que dificulte a realizagédo
destas funcdes pode comprometer a integridade genética, a motilidade e a sua capacidade
de fertilizacdo (Sakkas et al. 1996).

2.1.1.4 Flagelo

O flagelo permite a movimentacdo do espermatozoide para que este consiga
fecundar o odcito com sucesso. Este tem de apresentar um movimento progressivo, que
consiste numa movimentacao ritmica, permitindo o transporte do espermatozoide em
trajetorias lineares. Simultaneamente, deve ser capaz de realizar reotropismo para que
consiga nadar contra a corrente, e que permita a sua ascensdo pelo trato reprodutor
feminino. Se o flagelo estiver a funcionar corretamente, o espermatozoide é capaz de
navegar a uma velocidade aproximada de 2 milimetros (mm) por minuto, levando cerca

de 10 a 12 horas (h) para atingir os oocitos e realizar a fecundacao.

Caso se verifique alguma anomalia que cause movimentos de translacdo ou de
rotacao, o espermatozoide vai ter dificuldade em realizar uma subida constante pelo trato
reprodutor feminino, sendo que a taxa de sucesso de fecundacao sera bastante diminuida,
pois ndo consegue concluir a ascensdo, acabando por gastar todas as suas reservas

energéticas (Marcio, 1986).

2.1.1.7 Motilidade dos espermatozoides

Um dos fatores mais importantes para o sucesso de fecundacdo do odcito pelo
espermatozoide, € a sua capacidade de movimento adequado para realizar a sua ascensao
pelo trato reprodutor feminino. Assim a determinacdo da motilidade espermatica é um
fator fundamental na analise da qualidade do sémen. Esta determinacao é feita por uma
Analise de Sémen Assistida por Computador (CASA), que permite uma avaliacdo precisa
e objetiva de diferentes parametros do sémen com base nas células espermaticas
individuais. Parametros como a concentracdo, a motilidade progressiva e diferentes tipos

de velocidades podem ser determinadas a partir deste programa, como a velocidade

5
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curvilinea (VCL), a velocidade em linha reta (VSL), o caminho médio de velocidade
(VAP), entre outras (Khan et al., 2016).

Os espermatozoides podem realizar varios tipos de movimentos, podendo estes
ser progressivos, circulares ou oscilatorios. Tendo em conta que para obter uma taxa de
fertilidade elevada, as amostras de sémen utilizadas devem apresentar uma por¢do alta de
espermatozoides com motilidade progressiva. Estes espermatozoides apresentam um
movimento linear e progressivo no plasma seminal, com capacidade de avangar no trato
reprodutor feminino e chegar ao o6cito com sucesso. Estas caracteristicas sdo individuais
de cada célula espermatica, e a sua qualidade esta dependente de um nimero variado de
fatores, como o processo de recolha de sémen e o0 seu maneio apés recolha, oscilagbes de
temperatura, a preparagdo de amostras e o tempo de intervalo entre a recolha e a avaliagéo
dos pardmetros da amostra (Lalaguna, 2012).

2.1.1.8 Metabolismo dos espermatozoides

A sobrevivéncia do espermatozoide esta dependente de varios fatores, entre eles
as reservas de energia contidas no plasma seminal, nomeadamente a frutose que fornece
a energia necessaria para manter a motilidade e a viabilidade dos espermatozoides
(Niswender et al., 1987).

O consumo de energia é responsavel pela continua¢do do desenvolvimento de
todas as células vivas, incluindo dos gametas. A producdo de adenosina trifosfato (ATP)
pode ser realizada por duas vias metabdlicas, fornecendo energia para as principais
funcbes do esperma: a fosforilacdo oxidativa e a glicolise. A glicdlise ocorre no
citoplasma do espermatozoide, com o objetivo de fornecer energia para o metabolismo
do gameta. AcUcares como a frutose e a glicose, sdo consideradas a principal fonte de
energia do espermatozoide, porém a frutose tem a capacidade de manter a funcionalidade
e a integridade da membrana, bem como a motilidade espermatica pos descongelacéo.
Estes dissacarideos ndo sdo permeaveis, interagem com os fosfolipidos da membrana
plasmatica aumentando a sobrevivéncia dos espermatozoides durante a criopreservacgao.
Como resultado do processo de metabolizacdo destes agucares pelas células espermaticas,
sdo produzidas pequenas quantidades de dioxido de carbono (COz), 4gua e acido lactico.
Quando as concentracdes destes residuos, provenientes da metabolizacdo, se encontram
em niveis elevados podem provocar um efeito inibidor da motilidade espermatica, sendo

que o sémen fresco tem um periodo de vida muito curto (David et al., 2019).
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Diluidores com glicose podem ser utilizados para prolongar a vida média das
amostras, sendo utilizados como uma reserva extra de energia para a metabolizacédo das
celulas esperméticas (Bustani & Baiee, 2021). Apesar de esta adicdo aumentar a
longevidade das amostras, a acumulagdo de residuos provenientes da metabolizagdo
continuard a aumentar ao longo do tempo, provocando danos irreversiveis na viabilidade
dos espermatozoides, com o comprometimento da integridade genética, das membranas

celulares e da sua motilidade (David et al., 2019).

2.2 Producéo e maturagéo espermatica

2.2.1 Espermatogénese

A espermatogénese € um processo indispensavel no desenvolvimento do érgdo
reprodutor do macho, pois é este processo que ira dar origem aos espermatozoides. Esta
producdo de espermatozoides acontece nos tubulos seminiferos dos testiculos e pode-se
dividir em trés etapas diferentes: replicacdo miotica; meiose e diferenciacdo pds meidtica
de espermatozoides (Niswender et al., 1987). Ocorre devido a morfologia dos tubulos
seminiferos, os quais séo constituidos por celulas somaticas de Sertoli e uma linha de
células seminiferas, sendo que juntas formam o epitélio seminifero. Estas celulas tém um
formato cilindrico e contém um nucleo de tamanho variavel perto da sua membrana basal,
multiplicando-se durante a vida do animal até este atingir a puberdade (David et al.,
2019).

As celulas de Sertoli ocupam toda a superficie do epitélio dos tubulos seminiferos
para que se mantenham em contacto com as células germinativas durante todo o processo.
Tém como funcdo proporcionar suporte fisico e nutricional durante a espermatogénese
(David et al., 2019).

A hormona foliculo estimulante (FSH) e a testosterona (T4) sdo essenciais para a
atividade normal das células de Sertoli, pois sdo estas hormonas que vao iniciar os
processos de multiplicacdo celular. Sdo reguladas por hormonas como a activina e a
inibina (David et al., 2019). Durante este processo, as células germinativas primordiais
migram para a crista genital para se diferenciarem em espermatogdnias. Estas sdo
divididas em duas classes diferentes: as de primeira classe, que formam reservas nas
células tronco dos tabulos seminiferos e as de segunda classe que sdo submetidas a mais

divisdes mitdticas e meidticas (David et al., 2019).
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Todas as espermatogdnias se mantém em contacto com a membrana basal, todavia
as de segunda classe tém uma area de contacto bastante mais reduzida. Quando a ultima
divisdo meiotica ocorre, as espermatogdnias originam espermatocitos e o citoplasma das
células de Sertoli intercede entre a membrana basal e os espermatdcitos primarios. Por
outro lado, a sintese de DNA ocorre durante as divisdes mitéticas durante a formacdo do
nlcleo tetraploide. A primeira divisdo meiotica ocorre, e as células movem-se mais
profundamente no epitélio seminifero, formando agregados de células de Sertoli em cima
dos espermatdcitos que se irdo degenerar, para que estas consigam atravessar a barreira
hemato-testicular. Por conseguinte, formam-se os espermatécitos secundarios, os quais
se deslocam para o compartimento basal e luminal do epitélio seminifero, sendo,

posteriormente, separados do compartimento geral do fluido tecidual (David et al., 2019).

A segunda e Gltima divisdo meiotica origina espermatides, que ja ndo sofrem
nenhum processo de multiplicacdo. As espermatides sao células redondas com nucleo que
irdo sofrer mudancas na sua morfologia e funcdo, com o objetivo de originarem
espermatozoides. Esta transformacéo ocorre durante a espermiogénese, que envolve uma
série de mudangcas morfolégicas e bioquimicas essenciais para capacitar 0s
espermatozoides para a fertilizacdo do odcito, como a condensacdo do nucleo, a formacao

do acrossoma e o desenvolvimento do flagelo (David et al., 2019).

2.2.2 Maturacéo do espermatozoide no epididimo

Durante a sua permanéncia no epididimo, os espermatozoides sofrem uma série
de alterac6es que fazem parte do processo de maturagdo. Este processo inicia-se na cabeca
do epididimo, passando pelo corpo até a cauda, através de uma gota protoplasmatica. Esta
caracteristica permite que uma pequena quantidade de citoplasma residual permaneca

ligada ao espermatozoide durante a sua maturacéo (Niswender et al., 1987).

Ao longo deste processo surgem alteracdes bioquimicas e morfoldgicas ao nivel
do epididimo, que causa a estabilizacdo da cromatina, alteracdes macromoleculares na
membrana acrossomica e na membrana plasmatica e o aparecimento de incorporacgdes de
proteinas sintetizadas pelo epitélio do epididimo nas proteinas espermaticas. Estas
alteracdes permitem que 0s espermatozoides adquiram capacidade de sobrevivéncia e
motilidade progressiva, tornando-os aptos para fertilizar o odcito no trato reprodutor
feminino (David et al., 2019).
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Apo6s estas transformagdes, os espermatozoides maduros sdao armazenados na
cauda do epididimo, que esté ligada ao ducto deferente. Este ducto prolonga-se ao longo
do corddo espermatico até a uretra, percurso que 0s espermatozoides irdo fazer no

momento da ejaculagdo (Niswender et al., 1987).

2.4 Composicdo do sémen

2.4.1 Sémen

O sémen é uma suspensao liquida constituida por espermatozoides e secre¢des de
glandulas acessorias do sistema reprodutor masculino. Uma grande porc¢éo desse liquido
é formada pelo plasma seminal, que se forma durante a ejaculacdo (Moula & Amiri,
2021).

2.4.2 Plasma seminal

O Plasma seminal resulta de um conjunto de secre¢fes de varias glandulas
acessorias e componentes do 6rgédo genital masculino, incluindo o epididimo, a prostata,
as vesiculas seminais, as glandulas bulbouretrais e outras microglandulas que se

encontram na parede uretral (Moula & Amiri, 2021).

E uma substancia que influencia a fisiologia e a funcéo do esperma, podendo estar
diretamente correlacionada com a qualidade e a fertilidade do sémen. E composto por
acucares, antioxidantes, sais, minerais e um grande nimero de proteinas, sendo que 75%

da sua composicdo é agua (Moula & Amiri, 2021).

Tem como funcédo transportar os espermatozoides e fornecer um meio rico em
nutrientes que garantam a sobrevivéncia dos espermatozoides ap0s serem depositados no

trato genital feminino (Moula & Amiri, 2021).

Estas caracteristicas estdo continuamente expostas a uma variedade de fatores que
podem afetar a sua composicdo bioquimica, tais como: a raca, a idade, frequéncia e
técnica de recolha de sémen, nutricdo, estacdo do ano e stresse térmico (Moula & Amiri,
2021).

O plasma seminal dos caprinos é um liquido isotonico transparente ou opaco,
embora 0 sémen se apresente branco devido a sua alta concentracdo de espermatozoides.
O pH mantém-se proximo dos 7,0 por um sistema tampdo (bicarbonato-carbonato) que

protege 0s espermatozoides de alteracfes abruptas de pH. Estas alteracdes podem
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prejudicar a sobrevivéncia da célula espermatica, afetando diretamente a fertilidade
(Lalaguna, 2012).

2.5 Manipulacdo do semen em caprinos

2.5.1 Recolha de sémen com vagina artificial
Nos caprinos, apesar da concentracdo espermatica ser elevada, o volume do
ejaculado é bastante reduzido.

E possivel realizar a recolha por eletroejaculacio, no entanto este pode causar
hemospermia (presenca de sangue) ou urospermia (presenca de urina) que altera a
qualidade do sémen. Assim, na maioria dos pequenos ruminantes, o sémen € recolhido
através de uma vagina artificial, onde o macho monta uma fémea em estro ou um
manequim, sendo que, no momento da ejaculacdo, um técnico capacitado coloca o pénis
do animal no interior da vagina artificial para a recolha do sémen. Para tal, & necessario
fazer recolhas recorrentes para treino destes animais, bem como profissionais treinados e

capacitados para fazerem a recolha (Le&o, 2018).

A vagina artificial consiste num corpo vaginal de borracha contida num tubo
texturizado pouco flexivel, que permite o enchimento com agua quente (37-39°C) e ar de
modo a controlar a temperatura e a presséo. Este tubo esta acoplado a um cone de borracha

numa das extremidades, ligado a um tubo coletor graduado onde se ird depositar o sémen.

Todo este material deve estar envolvido numa bolsa de material isolante, para
garantir que a temperatura se mantenha desde a recolha até ao processamento do sémen
(Gibbons et al., 2012).

Antes da sua utilizacdo, € conveniente higienizar o prepucio do animal com

clorexidina diluida e tricotomia se necessario, a fim de evitar contaminacao do ejaculado.

A vagina artificial deve estar lavada, desinfetada e apenas ligeiramente
lubrificada, pois o uso de demasiado lubrificante ira misturar-se com o sémen no tubo
coletor alterando o volume da amostra e causando o aparecimento de detritos na

observacdo microscopica (Vera & Ricarte, 2009).

2.5.2 Fatores que afetam a sobrevivéncia dos espermatozoides
O sémen é muito sensivel a variadas alteracGes. Apesar de apresentar boa

qualidade no momento da recolha, deteriora-se com facilidade e, por isso, é necessario
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tomar medidas de precaucdo ao manipular amostras de sémen para que este mantenha a

sua qualidade original durante o maior tempo possivel (Lalaguna, 2012).

2.5.2.1 Alteracdes de temperatura

No momento da ejaculacdo o sémen encontra-se aproximadamente a 37,5 graus
Celsius (°C) (temperatura corporal). Quanto mais alta for a temperatura (relativamente a
temperatura normal) maior é a taxa metabolica dos espermatozoides e esgotam mais
rapidamente as reservas de energia, diminuindo assim o tempo de vida dos

espermatozoides.

Se a temperatura atingir 0os 45°C causa a morte de todos os espermatozoides. Por
outro lado, se ocorrer uma diminuicdo da temperatura, a taxa metabdlica dos
espermatozoides diminui e pode causar uma perda irreversivel de viabilidade. Se se
atingir menos de 10°C sem a presenca de crioprotetores, ocorre um choque térmico que
danifica permanentemente a motilidade do sémen perdendo assim a sua capacidade de

fertilizagdo (Lalaguna, 2012).

Posto isto, a manipulacdo do sémen deve ser realizada sempre a mesma

temperatura, até mesmo no momento da adi¢do do diluente (Bustani & Baiee, 2021).

2.5.2.2 Presenca de luz

A luz solar direta € prejudicial para a viabilidade espermatica. A colheita e a
manipulacao de sémen devem ser realizadas em ambientes fechados para evitar o contacto
prolongado com a luz solar. Exposicbes a luz ultravioleta pode causar danos ao ADN

dentro das células espermaticas reduzindo a sua viabilidade (Lalaguna, 2012).

2.5.2.3 Contacto com 4gua

A &gua reduz a pressdao osmotica do plasma seminal, conduzindo a morte dos
espermatozoides. E um agente espermicida, sendo que medidas de precaucio devem ser
implementadas durante a manipulacdo do sémen. Todo o material que possa entrar em
contacto com as amostras deve estar devidamente seco, e a lavagem de todos esses

materiais deve ser realizada com agua destilada (Lalaguna, 2012).

2.5.2.4 Contacto com impurezas e bactérias
Bacteérias, poeiras, pelos, urina, entre outros contaminantes podem reduzir a
viabilidade espermatica ou até mesmo matar os espermatozoides. A utilizacdo de

diluidores com antimicrobiano é uma boa forma de combater este problema. Tampas ou
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papel filme devem ser utilizados para cobrir as amostras de sémen sempre que estas nao
estdo a ser utilizadas, de forma a impedir a entrada de impurezas para dentro dos
recipientes (Lalaguna, 2012).

2.5.2.5 Capacidade tamp&o do diluidor

O meio utilizado para diluir a amostra de sémen deve ter capacidade tampéo
apropriada para manter o pH 6timo. Alteracdes de pH alcalinas ou &cidas diminuem a
viabilidade do esperma (Lalaguna, 2012).

2.5.3 Diluicao seminal
As diluicbes seminais tém como objetivo proporcionar um meio capaz de

prolongar a preservacdo das amostras de sémen para inseminacao.

Contém caracteristicas que fornecem energia e preservam o0 metabolismo
espermatico. Controlam o pH para que este se mantenha entre 6.8 e 7.2, diminuem a
transmissdo bacteriana pela presenca de antimicrobianos e fungicidas e conseguem
prevenir stresse oxidativo pela presenca de antioxidantes. Estas caracteristicas mantém as
amostras de sémen em boas condigdes para que este possa ser refrigerado, congelado ou
transportado para inseminacgéo a fresco, garantindo que a taxa de fertilizacdo da amostra

continue alta.

Atualmente, existem diversos produtos que compdem os diluidores. Podem ser de
origem animal e ou vegetal e todos possuem caracteristicas diferentes dependendo da sua
utilidade e da espécie para que sdo utilizados. A escolha destes diluidores deve ter em
conta o objetivo de utilizacdo do sémen (refrigeracdo, congelacao ou transporte), para que

possua 0s requisitos necessarios para obter resultados positivos (Bustani & Baiee, 2021).

2.5.3.1 Diluidor composto por gema de ovo

O diluidor a base de gema de ovo é muito usado em sémen refrigerado ou para
congelacdo. As suas reservas de colesterol e fosfolipidos ajudam a proteger a membrana
celular dos espermatozoides contra lesGes criogénicas, evitando a perda fosfolipidica

dessa mesma membrana durante os processos de refrigeracdo ou congelamento.

As proteinas contidas na gema de ovo tém propriedades hidrofobicas, impedindo
a penetracdo de &gua na parede celular do espermatozoide, evitando assim a sua
deterioracdo. Segundo um estudo de Bustani & Baiee (2021), verificou-se que durante a

criopreservacdo 0s espermatozoides sequestram lipoproteinas de baixa densidade da
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gema de ovo para se protegerem contra a alteracdo da temperatura (Bustani & Baiee,
2021).

Apesar de estas caracteristicas positivas, a utilizacdo da gema de ovo acarreta
algumas desvantagens, como o risco de transmissdo de doencas ou de contaminacgao
bacteriana, bem como a captura de detritos da gema durante a avaliagdo microscopica do
sémen. Assim, este diluidor é usado em diversas concentra¢des, sendo que 0 mais comum
tem uma concentragdo de 20% adicionando-se-lhe frutose e glicerol, conferindo-lhe
capacidade de preservar a fertilidade das amostras de sémen animal durante um longo

periodo.

Outro fator que deve ser considerado, no que respeita a utilizacao de diluidores a
base de gema de ovo, é a espécie do ovo utilizado. Comprovou-se através de um estudo
realizado em 2018, que a espécie do ovo tem efeitos diferentes na qualidade do sémen de
espécies distintas, por exemplo, o ovo de codorniz tem mais efeitos positivos no sémen
de touro do que o ovo de galinha, e o de galinha tem mais efeito no sémen de cervo do
que o ovo de codorniz. Assim, todos estes parametros tém de ser tomados em conta
quando se escolhe a utilizacdo de um diluidor a base de gema de ovo (Bustani & Baiee,
2021).

2.5.3.2 Diluidor composto por leite

O diluidor a base de leite desnatado foi adaptado para a congelacdo de sémen de
mamiferos. Contém adi¢cdes de arabinose, frutose e, por vezes, pequenas concentracdes
de gema de ovo. Estes diluidores, ao contrario dos de gema de ovo, possuem proteinas
com propriedades hidrofilicas que ndo conseguem difundir a parede celular dos
espermatozoides, controlando ao mesmo tempo o pH e evitando danos durante a alteracao
de temperatura (Bustani & Baiee, 2021).

2.5.3.3 Diluidor composto por lecitina de soja

A lecitina de soja é um suplemento obtido através da extracdo de 6leo de grédos de
soja. Foi desenvolvido comercialmente para a criopreservacdo de semen, como
alternativa a diluidores provenientes de produtos de origem animal. Este diluidor é
composto por cido oleico, acido palmitico, acido estearico e fosfatidilcolina, que evitam
um choque térmico durante a criopreservacdo do sémen. Pode ser usado em diferentes
concentracdes e apresenta resultados diferentes consoante a concentracdo. A utilizacdo

de uma concentracdo a 6%, aumenta a motilidade espermaética e reduz a contaminacgao

13

ESAE.SA.50-Rev.0



bacteriana de sémen de touro descongelado. Por outro lado, uma concentracdo de 25%
melhora a viabilidade espermatica, a integridade da membrana e a integridade
acrossémica do esperma de touro, se este se mantiver a 5°C (Bustani & Baiee, 2021).

2.5.3.4 Diluidor composto por glicerol

O glicerol é um componente com propriedades adequadas para a criopreservagao
de sémen com azoto liquido, sendo este um crioprotetor celular que pode ser usado em
diferentes concentragdes. As concentracdes podem variar entre 3% a 9%, e os melhores
resultados, relativamente a preservacdo da motilidade, sdo obtidos quando se utilizam
concentracdes entre 4% a 7%.

Este diluidor tem a capacidade de aumentar o volume de canais de solventes
descongelados e diluir as altas concentragc6es de sais durante o processo de arrefecimento.
Pode ser adicionado a diluidores de gema de ovo, na medida em que apds o
descongelamento, os resultados sdo benéficos (Bustani & Baiee, 2021).

2.5.3.5 Diluidor Beyond®

Beyond® (Minitube) & um diluidor comercial sintético de composicéo
desconhecida que contém antimicrobianos e fungicidas. Apresenta uma coloragédo
transparente a ligeiramente leitoso, variando entre incolor e amarelado. Foi fabricado com
0 intuito de prolongar o armazenamento refrigerado de sémen equino a +5°C durante 14
dias ou +17°C durante 7 dias. Para além de um pré diluidor ndo necessita de qualquer tipo
de adicdo posterior, e tem a capacidade de manter a fertilizacdo do sémen, garantindo

uma maior flexibilidade para inseminacGes em éguas.

2.6 Avaliacdo da qualidade do sémen

A andlise do sémen tem como proposito avaliar a qualidade de um ejaculado e as
capacidades do macho como reprodutor. Os espermatozoides tém uma fungdo biolégica
complexa e sdo bastante influenciados por fatores externos tanto in vitro como in vivo.
Deste modo, perante a inexisténcia de uma Unica avaliacdo capaz de determinar a
fertilidade de um ejaculado, existem varias técnicas laboratoriais que podem ser utilizadas

para fazer essa avaliacdo (Lalaguna, 2012 e Gibbons et al., 2012).

2.6.1 Andlise macroscopica
Estas caracteristicas sdo importantes e devem ser referidas independentemente da

qualidade de outros parametros seminais (Lalaguna, 2012).
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2.6.1.1 Cor e odor do sémen

Logo apds a recolha, a coloracdo é o primeiro parametro observavel. Geralmente,
0 sémen apresenta uma coloracdo branca ou creme palida, contudo podem ocorrer
alteracdes que modificam a cor do ejaculado (Gibbons et al., 2012). A observacao de uma
cor rosada pode indicar hemospermia (presenca de sangue), devido a presenca de lesdes
penianas que podem ter ocorrido durante a colheita do ejaculado. Uma coloracéo cinza
ou acastanhada pode ser um indicador de infe¢do no aparelho reprodutor do animal como
orquite, epididimite ou prostatite (Lalaguna, 2012).

Um odor forte € caracteristico de urospermia (presenca de urina), que é mais
comum quando a recolha seminal é realizada a partir de eletroejaculagdo (Lalaguna,
2012).

2.6.1.2 Volume e concentragdo

O volume é determinado a partir de um tubo coletor graduado. Este valor é
variavel de animal para animal, mas é imprescindivel para calcular o nimero total de
espermatozoides do ejaculado. Este varia em média entre os 0,7ml e 3ml (Gibbons et al.,
2012).

Existem vérias técnicas para determinar a concentracdo, sendo possivel utilizar
um espectrofotometro, um hemocitometro, um colorimetro, a fluorometria ou um
contador de particulas digital (Lalaguna, 2012). Este parametro encontra-se entre 0s 2 e
0s 6 mil milhdes por ml (Gibbons et al., 2012), e permitira a determinacdo do nimero
total de espermatozoides por ml, possibilitando a preparacdo das doses de semen para

inseminacao artificial (1A), refrigeracdo ou congelacdo (Lalaguna, 2012).

2.6.2 Analise microscépica

Avalia parametros essenciais na avaliacdo da fertilidade do macho, como a
morfologia, as motilidades e as velocidades (Lalaguna, 2012). Esta observacdo deve ser
feita ao microscépio colocando uma gota da amostra numa lamina e uma lamela para ser

observada na objetiva de 10x num programa computorizado.

2.6.2.1 Motilidade espermatica

Esta caracteristica estd dependente de fatores intrinsecos como a morfologia do
flagelo e a atividade enzimatica das proteinas, e é influenciada ainda por fatores
extrinsecos como a temperatura e a composi¢cdo bioguimica do meio extracelular que

envolve os espermatozoides (Lalaguna, 2012).
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A motilidade inclui duas classes diferentes, a motilidade linear ativa e a
percentagem total de espermatozoides com capacidade de movimento. Os padrdes de
movimento diferem tendo em conta a necessidade funcional do espermatozoide, como,
por exemplo, as trajetorias lineares dentro do plasma seminal, que sdo fundamentais para
penetrar o muco cervical, e na ascensdo pelo trato reprodutor feminino em que o flagelo
apresenta uma maior amplitude no seu movimento, até que este se torne irregular e
assimétrico fornecendo a forca necesséria para atravessar a zona pellcida do odcito. A
este movimento vigoroso e ndo progressivo da-se o nome de hiperatividade espermatica
(Khan et al., 2016).

Esta avaliacdo € determinada pelo programa CASA, com capacidade de
categorizar cada espermatozoide presente no campo microscopico em quatro classes
diferentes: espermatozoides com uma trajetoria retilinea; espermatozoides com uma
trajetdria curvilinea; a motilidade progressiva; e espermatozoides imoveis (Khan et al.,
2016).

Para além das motilidades, inclui também uma analise das variaveis cinéticas: a
VCL, aVSL, a VAP, aBCF e 0 SMI. A VCL refere-se a velocidade ao longo da trajetéria
real e curvilinea; a VSL representa a velocidade ao longo de uma linha reta desde o inicio
até ao fim do movimento; a VAP é uma trajetdria que elimina as variacées do movimento
criando uma linha intermediaria entre a VCL e a VSL. A BCF descreve a medicdo da
batida da cabeca do espermatozoide enquanto este realiza uma trajetoria. A SMI fornece
uma média quantitativa da capacidade de os espermatozoides alcangarem o odcito para
fertilizacdo, parametro que interpreta a relagdo entre os MP, o VCL e a BCF. Estas
velocidades proporcionam uma visdo detalhada da capacidade de movimento do
espermatozoide, refletindo-se diretamente na sua capacidade de fertilizacdo (Horst,
2020).

2.6.2.2 Motilidade massal

Esta analise avalia a formacdo e a progressdo de ondas produzidas pelo
movimento espermatico. A observacdo desta onda so é possivel em espécies que possuam
uma alta concentracdo de espermatozoides, como no caso dos pequenos ruminantes.
Imediatamente apos a recolha, coloca-se uma gota de sémen numa lamina a 37° e observa-

se ao microscopio 6tico numa objetiva de 10x.
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A classificacdo da motilidade massal estd dependente de trés fatores: a
concentracédo, a motilidade progressiva e a velocidade progressiva dos espermatozoides.

Ao observar-se 0 movimento das ondas, recorre-se a uma escala de pontuacdo de
1 a5, sendo que no 1 é possivel visualizar apenas alguns espermatozoides méveis e no 5

visualizam-se ondas répidas e vigorosa (Cargaleiro, 2012).

2.7 Inseminacdo artificial e preservacao de sémen caprino

De momento, a 1A é a melhor tecnologia disponivel para desenvolver e melhorar
programas de genética, sendo que esta tematica esta diretamente relacionada com técnicas
de preservacdo de sémen. A preservacdo de sémen permite um uso mais eficiente de
ejaculados de caprinos escolhidos pela sua genética, prolongando o seu uso durante e fora
da época reprodutiva. A preservacdo de sémen a 15°C é adequada para periodos de
armazenamento curtos, sendo que a preservacdo a 5°C é indicada para periodos mais
prolongados de 12 a 24h (Naim, 2009).

Um grande numero de diluidores e crioprotectores ja foram testados na
congelacdo de sémen caprino, incluindo: leite de vaca desnatado; citrato de sodio; glicose;
gema de ovo; lactose; e sacarose. Estes testes foram baseados na viabilidade espermatica
apos o descongelamento, avaliando a sua fertilidade. Dentro destes diluidores ndo foi
possivel definir o mais eficaz. Todavia, o leite de vaca desnatado com adicéo de glucose

€ 0 que se utiliza com mais frequéncia (Leboeuf et al., 2000).

O sucesso da IA esta dependente da coordenacdo do momento da inseminacao e
da ovulacdo da fémea. Um estudo de 1966 demonstrou que a IA feita em diferentes
intervalos de tempo, desde o inicio do estro natural, tem diferentes resultados na
fertilidade, sendo que esta foi mais elevada quando a IA foi realizada nas primeiras 12h.
Para os estros sincronizados (técnica realizada fora da época reprodutiva) sdo utilizadas
esponjas intravaginais embebidas em progesterona (Ps4), juntamente com administracdo
de gonadotrofinas séricas (PMSG) ou coridnicas equinas (eCG) no momento da remogéo
da esponja, de modo a provocar ovulacdo. Neste caso, a IA deve ser realizada 43h apos a
remocdo da esponja. Assim, de forma a garantir uma fertilidade satisfatoria, a
inseminacdo deve ser realizada perto do tempo de ovulacdo e, apesar da evolucdo na
eficdcia da sincronizacdo hormonal, ainda existem variac6es temporais no momento do

estro apds o tratamento que podem afetar a fertilidade. Melhorias no processamento do
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sémen, a curto e a longo prazo, ainda podem ser realizadas, a fim de garantir uma boa

capacidade espermatica no momento da fertilizacdo (Leboeuf et al., 2000).
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3. Materiais e Métodos

Este estudo foi realizado entre 1 de abril e 25 de marco de 2024 no Centro de
Selecéo e Reproducdo Animal (CENSYRA) de Badajoz, em Espanha.

3.1 Animais

Para a realizacdo deste estudo foram realizadas colheitas seriadas de catorze
chibos de raca Verata (4), Florida (7) e Retinta (1) com idades compreendidas entre os 2
e 0s 5 anos de fertilidade provada. Para a recolha de todas as amostras de sémen foi
utilizada uma de duas fémeas recetivas de raga Retinta, com idades de 3 e 8 anos, contidas
numa manga de forma a ficarem imoveis para os machos realizarem o salto. Foram
utilizadas vaginas artificiais lubrificadas com gel ndo espermicida. Cada animal realizou
um salto para recolha de ejaculado, sendo este utilizado para verificar a longevidade da
utilizacdo do diluidor Beyond® para cavalos durante o transporte no semen de caprino.

3.2 Colheita do sémen

A recolha de sémen foi realizada todas as segundas-feiras com o auxilio de uma
vagina artificial e de uma cabra Retinta recetiva contida numa manga. A vagina artificial
consistia num corpo vaginal com uma torneira de entrada de dgua que permitia também
a insuflacdo de ar, diminuindo o peso da vagina e possibilitando alteragdes da pressdo
interna. A mucosa interior era de borracha e estava conectada a um funil de borracha,
que por sua vez encaixa num tubo coletor graduado. A vagina artificial era entdo
envolvida numa bolsa termorreguladora para manter a temperatura. Apés a recolha do
ejaculado, a vagina foi agitada para que todo o sémen ficasse contido no tubo graduado

para que fosse levado rapidamente para o laboratorio para ser preparado e analisado.

3.3 Processamento do sémen

3.3.1 Motilidade Massal

A motilidade massal foi determinada a partir de uma gota a fresco no microscopio
usando a objetiva de 10x. Atribuiu-se uma classificacdo numa escala de 0 a 5, ao observar
a motilidade das ondas de sémen. Por correlacdo, foi possivel determinar a motilidade
individual e a qualidade da mesma. Esta avaliacdo foi feita por uma médica veterinaria
experiente na observacao das gotas a fresco, capacitada para dar uma cotacdo apropriada

ao que estava a visualizar.
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3.3.2 Volume

O volume foi visualizado nos tubos coletores graduados, sendo que estes
permitiram uma recolha de 10ml de amostra. O tubo foi posteriormente identificado com
os ultimos quatro digitos da identificacdo do animal e o volume foi apontado numa folha
de recolha seminal, juntamente com todos os outros dados recolhidos.

3.3.3 Concentragao

A concentracdo espermatica foi calculada por espectrofotometria realizada num
equipamento Thermo, usando uma mistura de 10ml de citrato de s6dio com 0,25
microlitros (pl) de sémen. A maquina teve de ser regulada com os parametros a 540
nanometros (nm) e 100.0% de transmitancia (T), os quais permitem a medicdo da
quantidade de luz absorvida por uma determinada solucdo. Os 540nm foram colocados
manualmente e 0s 100.0%T foram calculados ao colocar um recipiente de citrato de sddio

sem mistura de sémen na maquina, fazendo uma leitura a laser do citrato puro.

Para a realizacéo da leitura da concentracao de cada amostra foi adicionada, noutro
recipiente, a mistura de citrato de sodio com sémen para que a maquina pudesse calcular

a diferenca entre o citrato puro e o citrato com 0,25ul de sémen.

A percentagem de T que aparece no equipamento tinha uma tabela de valores
estipulada, onde a %T (L = 540nm) é igual ao N° spz x 10° baseada numa equacéo reta
de ajuste polinomial de A = 1,2813 x2 — 245,36 + 12818. Dependendo da percentagem de
T conseguimos identificar na tabela a concentracdo da amostra, que iria posteriormente

permitir o calculo das doses e da quantidade de diluidor a adicionar.

3.3.4 Primeira diluicéo

ApoOs a obtencdo dos parametros mencionados anteriormente, a amostra foi
colocada num banho-maria a 33°C, de forma a manter a temperatura indicada para se
realizar a primeira diluicdo com INRA 96®, sendo que este permitiu a conservacdo do
sémen até a sua manipulacao e preparacdo em laboratorio. Esta diluicdo foi feita a 1:1,
com diluidor que se encontrava a mesma temperatura que o sémen. Apés a diluicdo o
tubo foi selado com papel filme e colocado dentro de um copo com 4gua em banho-maria,
para se manter a uma temperatura constante dentro de uma geleira ao ser transportado

para o proximo laboratorio.
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3.3.5 Centrifugacgéo

Apoés a diluicdo feita com INRA 96® (IMV®), cada amostra teve de ser
transferida para um tubo de 15ml para ser centrifugada a 1727 rota¢6es por minuto (rpm)
a 600 de forca relativa centrifuga, durante 15 minutos (min) e a uma temperatura de 23°C.
No final da centrifugagdo, a amostra estava visivelmente dividida em duas camadas
diferentes, sendo que os pellets estavam agregados no fundo do tubo enquanto um
sobrenadante branco flutuava no topo da amostra. Esse sobrenadante foi retirado numa

camara de fluxo laminar antes de se adicionar a proxima diluigéo.

3.3.6 Célculos para a diluicdo com diluidor para cavalos Beyond®

Apb6s a centrifugacdo alguns célculos foram realizados para determinar a
quantidade necessaria de diluidor Beyond® a adicionar a cada amostra. Foi necessario ter
em conta as perdas ocasionadas pela formacdo de pellets e pela eliminacdo do
sobrenadante apds a centrifugacdo. Para se determinar este valor foi reduzido 20% do
volume total do ejaculado inicial (como indicado no protocolo do Beyond®), calculando
assim o volume da amostra depois da centrifugacéo. Este resultado foi multiplicado pela
concentracdo da amostra obtida previamente com o espectrofotometro, obtendo-se o
nimero total de espermatozoides da amostra. Para se obter uma diluicdo de 200 x 10°
para cada dose, o numero total de espermatozoides foi dividido por 200, para calcular o
numero de doses possiveis de realizar com a amostra, este resultado foi entdo multiplicado
por 0,25 (valor em microlitros de cada palheta de inseminacgéo) para se obter o volume
total necessario para a realizacdo das doses calculadas anteriormente. Por altimo, o
volume total da amostra e o0 volume total ap6s centrifugacdo foram subtraidos, de forma

a calcular o volume total de diluidor a adicionar a amostra.

Ao terminar todos estes processos, cada amostra foi dividida em dois tubos
Eppendorf de 1ml, um para se simular o transporte de sémen para inseminacdo numa
caixa de transporte e outro para se manter durante uma semana no frigorifico para que

esteja conservado sempre a uma temperatura constante.

3.3.7 Simulacéo de transporte de sémen

A caixa de transporte, uma caixa térmica de esferovite com paredes grossas
(Figura 1), contendo apenas duas ranhuras para colocar duas placas de gelo, e dois
espacos onde se enviam as amostras preparadas. Estas foram devidamente identificadas
e colocadas num suporte, com o objetivo de simular o seu transporte durante 96h.
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Amostras de Sémen e o Termdémetro

3.3.8 Controlo de temperatura

Dentro da caixa, ao lado das amostras, colocou-se um termémetro digital da
Elitech©, que recolheu alteracdes de temperatura de 15 em 15min. Estes dados podiam
ser consultados na aplicacdo Elitech Data Loger, que permitia a observacdo de um grafico
das oscilacOes de temperatura durante 24h, mostrando também a temperatura minima e a
maxima que a caixa atingiu durante esse tempo. Assim, foi possivel controlar a
temperatura dentro da caixa, trocando as placas de gelo ap6s 24h de modo a garantir que
a temperatura se mantinha entre os 5°C e os 8°C.

Os tubos Eppendorfs que se armazenados no frigorifico, estavam num suporte na
parte de trés para que se mantivessem a uma temperatura constante de 7°C (com pequenas
oscilagbes sempre que se abria o frigorifico), permitindo testar a durabilidade das

amostras até as 168h (1 semana).

3.4 Metodos

Tendo todas as amostras devidamente preparadas e prontas para a simulacédo de
transporte, foi realizada uma visualizacdo destas para a determinacéo dos seus parametros
iniciais. Para tal, efetuou-se uma diluicdo para analise com uma concentracdo mais
pequena que permitiu a sua visualizacdo ao microscopio. A diluicdo foi de 50 x 10° a
partir da diluicdo de 200 x 10°.
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Todos 0s equipamentos para a realizacdo desta analise foram colocados a uma
temperatura constante de 37°C, a fim de evitar alteracdes subitas na temperatura que

pudessem afetar as amostras.

A mesa de aquecimento continha as laminas e as lamelas onde foram colocadas
as amostras, bem como as pontas de pipetas que foram utilizadas para as recolhas. A

platina do microscopio estava também & mesma temperatura.

Para observacdo ao microscopio foram colocadas 2 gotas de 5ul da amostra com
diluicdo de 50 x 10°, colocando lamelas por cima das gotas para espalhar a amostra
posteriormente observada na objetiva 10x. Com a utilizacdo do programa de analise de
sémen (ISAS®), foram capturados quatro campos que continham entre 50-100
espermatozoides, de modo a obter aproximadamente 200 espermatozoides no total. Em
cada campo, verificou-se se 0 ISAS® identificou corretamente todos 0s espermatozoides
estaticos e se alguns estavam em falta foram adicionados manualmente. Se, por erro,
alguns detritos se confundiram com espermatozoides estaticos, estes eram eliminados. Os
dados obtidos pelo ISAS®, foram guardados e devidamente identificados no computador,
com um codigo que continha a identificacdo do animal, a data de recolha e o0 tempo que
terd passado desde a recolha (Ex: 2147 04.15.24 - 24h).

Para as amostras que se encontravam dentro da caixa de esferovite foi realizada
uma andlise inicial, uma analise as 24h, uma andlise as 48h, uma analise as 72h e, por
fim, uma analise as 96h. Para as amostras que se encontravam a uma temperatura
constante no frigorifico, foram realizadas analises nos mesmos timings que as amostras

conservadas na caixa de esferovite e ainda uma anélise as 168h (1 semana).

3.4.1 Parametros a avaliar e desenho experimental
Diariamente para cada amostra foram recolhidos os MT, os MP, a VLC, a VSL e
a VAP e com estes parametros foi possivel calcular o valor do SMI que inclui os MP, a

VCL e BCF. No total foram realizadas 330 observac6es das 30 amostras recolhidas.

As motilidades e velocidades obtidas na caixa e no frigorifico apds a diluicdo com
0 Beyond® nos diferentes tempos (24h, 48h, 72h, 96h e 1 semana), foram comparadas

com os valores em fresco (Oh).
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As motilidades e velocidades obtidas na caixa e no frigorifico com o diluidor
Beyond® foram comparadas com as encontradas na bibliografia que utilizaram diversos

diluidores caprinos.

As motilidades e velocidades obtidas na caixa e no frigorifico com o diluidor de
cavalos as 96h e no frigorifico ap6s 1 semana, foram comparadas com resultados p6s
congelacdo pesquisadas em artigos cientificos publicados.

3.4.2 Anélise Estatistica

Os dados das motilidades e velocidades foram testados quanto a normalidade
usando o teste de Shapiro-Wilk; os resultados foram expressos como média + erro padréo
da média (SEM). Os grupos foram comparados usando uma ANOVA nas classificacGes
devido a sua distribuicdo ndo gaussiana. Quando foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controlo, foi utilizado o teste post-hoc de
Dunn. Holm-Sidak ou método de Dunnett dependendo da origem dos dados. Para as
motilidades e velocidades os dados foram comparados com o valor do controlo (Oh).

As médias obtidas no estudo foram comparadas com as encontradas na

bibliografia mediante o teste T de Student.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Sigma Plot
versdo 12.3. para Windows (Systat Software, Chicago, IL, EUA). As diferencas entre 0s

valores foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05 ou p <0,001.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Resultados

Em relacdo ao volume e a concentracdo, foi calculada a média das 30 amostras
obtendo valores de 0,8 ml de volume e 6,4 mil milhdes por ml de concentragdo (quadro
1). Sendo que ambos os valores estdo dentro dos parametros encontrados na bibliografia.

Quadro 1 - Média dos volumes (ml) e concentracdes (mil milhdes/ml) obtidas das
30 amostras

Volume (ml) Concentragéo (mil milhdes/ml)

Média 0,8 6,4

No que respeita a comparacao entre os valores dos parametros da caixa perante as
do frigorifico (quadro 2), os valores médios ndo apresentaram diferengas significativas
entre si (p>0,05). No entanto, relativamente ao controlo da amostra realizada em fresco
(Oh), os restantes valores apresentaram diferencas significativas (p<0,05), observando-se
uma diminuicdo gradual na caixa as 24h (92,67 + 1,0 vs. 86,53 £ 2,0; p<0,05), as 48h
(92,67 £ 1,0 vs. 82,77 + 2,3; p<0,05), as 72h (92,67 + 1,0 vs. 79,49 + 3,0; p<0,05) e as
96h (92,67 £ 1,0 vs. 74,22 + 3,4; p<0,05) e no frigorifico as 24h (92,67 + 1,0 vs. 86,75 +
2,0; p<0,05), as 48h (92,67 + 1,0 vs. 86,09 + 1,7; p<0,05), as 72h (92,67 + 1,0 vs. 85,61
+ 1,8; p<0,05), as 96h (92,67 £ 1,0 vs. 82,87 * 2,4; p<0,05) e ap06s uma semana (92,67 +
1,0 vs. 72,14 + 3,2; p<0,05) relativamente ao MT. Foi possivel verificar o mesmo
acontecimento na caixa as 48h (63,51 = 1,0 vs. 50,84 + 2,4; p<0,05), as 72h (63,51 + 1,0
vs. 42,99 + 2,5; p<0,05) e as 96h (63,51 = 1,0 vs. 32,75 * 2,0; p<0,05) e no frigorifico as
48h (63,51 £ 1,0 vs. 51,32 £ 1,9; p<0,05), as 72h (63,51 + 1,0 vs. 42,80 £ 2,1; p<0,05), as
96h (63,51 + 1,0 vs. 36,27 % 2,2; p<0,05) e apds uma semana (63,51 £ 1,0 vs. 15,25+ 1,2;
p<0,05) relativamente ao MP. Relativamente as velocidades tendo em conta o controlo
da amostra realizada as Oh, observou-se diferencas significativas (p<0,05) com uma
diminuicdo gradual na caixa as 24h (149,80 £ 4,0 vs. 130,61 + 3,1; p<0,05), as 48h
(149,80 + 4,0 vs. 125,63 + 2,6; p<0,05), as 72h (149,80 + 4,0 vs. 127,1 + 2,6; p<0,05) e
as 96h (149,80 + 4,0 vs. 127,35 * 3,0; p<0,05) e no frigorifico as 24h (149,80 + 4,0 vs.
132,33 + 2,8; p<0,05), as 48h (149,80 + 4,0 vs. 126,01 + 2,4; p<0,05), as 72h (149,80 +
4,0 vs. 128,06 + 2,3; p<0,05), as 92h (149,80 + 4,0 vs. 130,72 * 2,3; p<0,05) e ap6s 1
semana (149,80 + 4,0 vs. 142,98 + 3,7; p<0,05) relativamente ao VCL, uma diminuicéo
na caixa as 24h (111,94 + 3,5 vs. 99,95 + 2,2; p<0,05), as 42h (111,94 + 3,5 vs. 85,36 +
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3,0; p<0,05), as 72h (111,94 + 3,5 vs. 74,95 + 3,0; p<0,05) e as 96h (111,94 + 3,5 vs. 61,6
+2,8; p<0,05) e no frigorifico as 48h (111,94 + 3,5vs. 84,07 + 2,5; p<0,05) as 72h (111,94
+ 3,5 vs. 73,02 + 2,5; p<0,05), as 96h (111,94 + 3,5 vs. 63,90 + 2,6; p<0,05) e apos 1
semana (111,94 £ 3,5 vs. 37,12 £ 1,3; p<0,05) relativamente ao VSL e uma diminuigdo
na caixa as 48h (123,76 £ 5,5 vs. 102,35 * 3,1; p<0,05), as 72h (123,76 £ 5,5 vs. 96,02 +
2,9; p<0,05) e as 96h (123,76 + 5,5 vs. 86,36 + 3,1; p<0,05) e no frigorifico as 48h (123,76
+ 5,5 vs. 101,65 + 2,7; p<0,05), as 72h (123,76 + 5,5 vs. 95,67 + 2,8; p<0,05), as 92h
(123,76 + 5,5 vs. 88,20 + 2,3; p<0,05) e apds 1 semana (123,76 + 5,5 vs. 69,20 + 1,3;
p<0,05) em relacdo ao VAP. Foi realizada a comparacdo entre grupos (caixa e frigorifico)
para todos os parametros e ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05).

Quadro 2 — Comparacdo das Médias dos Parametros entre as amostras da
Caixa e as do Frigorifico

Refrigeracéo Amostra n MT (%) MP (%0) VCL VSL VAP
+5°C (um/s) (um/s) (um/s)
92,67 + 149,80 + 111,94+ 123,76
0 horas Controlo 30 10 63,51+1,0 4.0 35 +55
D 86,75 + 132,33 100,44 + 114,9
Frigorifico 30 . 59,80+ 1,8 s ' '

24 horas : T R STT T
Caixa 30 20" 58,96 +1,6 31" 2.2" 129
Frigorffico 30 86,0% + 51,3% * 126,0} * 84,07* + 101,6?

48 horas 1,7 1,9 2,4 2,5 +27
Caixa 30 82,77* + 50,8{ * 125,6§ * 85,3@ + 102,3?

2,3 2,4 2,6 3,0 +31

Frigorffico 30 85,61* * 42,8(1 * 128,0? * 73,02* + 95,67*

72 horas 1,8 2,1 2,3 2,5 +28
Caixa 30 79,4% * 42,9% * 127,1* * 74,95* + 96,02*

3,0 2,5 2,6 3,0 +29

Frigorffico 30 82,87* * 36,27* * 130,73 * 63,9(1 + 88,2(1

96 horas 742';2 x 322'725 x 12?25 x = §62,336
Caixa 30 3.4° 20" 3.0° 61,6 +2,8 +31°

1 semana Frigorifico 30 72’1{ + 15’2§ + 142'9§ * 37’12* + 69’29

3,2 1,2 3,7 1,3 +13

Comparacéo de motilidades (MT e MP) e velocidades (VCL, VSL e VAP) as 0, 24, 48, 72, 96h
e uma semana com controlo (Oh) de cada parametro. Valores representados como média + erro
padrdo da média. *Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Relativamente ao SMI descrito no quadro 3, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as amostras da caixa e as do frigorifico (p>0,05). Contudo, em
comparacdo com o controlo foi possivel observar-se valores com diferencas significativas
(p<0,05) a partir das 24h (1607,79 + 79,8 vs. 1286,18 + 51,4; p<0,05), as 48h (1607,79 +
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79,8 vs. 1133,9 + 57,4; p<0,05), as 72h (1607,79 + 79,8 vs. 1040,75 + 54,5; p<0,05), &s
92h (1607,79 + 79,8 vs. 903,83 + 58,9; p<0,05) na caixa e as 24h (1607,79 + 79,8 vs.
1288,77 + 44,2; p<0,05), as 48h (1607,79 £+ 79,8 vs. 1127,02 + 48,7; p<0,05), as 72h
(1607,79 + 79,8 vs. 1062,71 + 53,1; p<0,05), as 96h (1607,79 + 79,8 vs. 973,01 + 48,0;
p<0,05) e ap6s 1 semana (1607,79 + 79,8 vs. 729,95 + 38,7; p<0,05), ocorrendo,
novamente uma diminuicdo gradual em ambas as amostras (caixa e frigorifico) ao longo
do tempo.

Quadro 3 - Comparacdo do SMI entre as amostras da Caixa e as do
Frigorifico

Refrigeracdo +5° Amostra n SMI
0 horas Controlo 30 1607,79 £ 79,8
Frigorifico 30 1288,77 + 44,2
24 horas

Caixa 30 1286,18+51,4
Frigorifico 30  1127,02 +48,7"

48 h *
oras Caixa 30 113394574
Frigorifico 30  1062,71 +53,1"
72 horas : *
Caixa 30 1040,75 £ 54,5
Frigorifico 30 973,01+ 48,0
96 horas

Caixa 30 903,33 + 58,9"
1 semana Frigorifico 30 729,95 + 38,7

Comparacdo de SMI as 0, 24, 48, 72, 96 h e uma semana com o controlo (Oh). Valores
representados como média + erro padrdo da média. *Diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).

Comparativamente a bibliografia existente, (quadro 4), ndo foram encontradas
diferencas significativas perante os MP de Dorado et al., 2007 com a utilizacdo de
Triladyl® e Gent® de caprinos utilizados as Oh comparativamente a utilizacdo do
Beyond® (64,38 £ 1,1 vs. 63,51 + 1,0 e 69,03 + 2,0 vs. 63,51 £ 1,0; p>0,05). Nos MT
também ndo se observaram diferencas significativas perante os diluidores de Triladyl® e
Gent® de Dorado et al., 2007 e a utilizacdo de Beyond® as Oh (91,43 £ 1,3 vs. 92,67 +
1,0e94,87 £2,4vs. 92,67 +£1,0; p>0,05). Porém, observaram-se diferencas significativas
comparativamente a Sadeghi et al., 2020 com a utilizacdo de Tris-BSA tanto nos MP
(45,3 £2,3vs. 63,51 + 1,0; p<0,001) como nos MT (67,9 £1,2 vs. 92,67 + 1,0; p<0,001).
Em relacdo as velocidades foram observadas diferencas significativas na utilizacdo do
Beyond® comparativamente ao Triladyl® e Gent® utilizado em Dorado et al., 2007 e 0
Tris-BSA utilizado em Sadeghi et al., 2020, onde o VCL (207,08 + 10,2 vs. 149,80 + 4,0
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e 225,27 + 13,5 vs. 149,80 + 4,0; p<0,001), 0 V/SL (85,6 + 2,3 vs. 111,94 + 3,5; p<0,05)
e 0 VAP (158,55 £ 3,7 vs. 123,76 + 5,5 e 168,43 + 5,8 vs. 123,76 = 5,5; p<0,001)
mostraram melhores resultados nestas bibliografias do que os que foram obtidos com a
utilizagdo do Beyond®.

Quadro 4 - Comparacdo de motilidades as 0h do Beyond® com duas
referéncias bibliogréaficas de diluidores de caprinos diferentes

Motilidades n Oh Tratamento Referéncia
30 63,51+1,0 Beyond® Prépria
24 453+2,3" Tris-BSA (Sadeghi et al., 2020)

MP (%) :
110 64,38 +1,1 Triladyl® (Dorado et al., 2007)
110 69,03 +2,0 Gent® (Dorado et al., 2007)
30 92,67+1,0 Beyond® Prépria
24 679+12" Tris-BSA (Sadeghi et al., 2020)
MT (%) :

110  9143+1,3 Triladyl® (Dorado et al., 2007)
110  9487+24 Gent® (Dorado et al., 2007)
30 149,80+ 4,0 Beyond® Prépria

VCL (ums) 24 148,4+1,6 Tris-BSA (Sadeghi et al., 2020)
110 207,08 +10,2" Triladyl® (Dorado et al., 2007)
110 22527 +135 Gent® (Dorado et al., 2007)
30 111,94+ 3,5 Beyond® Prépria

VSL () 24 85,6 +2,3 Tris-BSA (Sadeghi et al., 2020)
110  134,21+2,0 Triladyl® (Dorado et al., 2007)
110  138,88+3,2 Gent® (Dorado et al., 2007)
30 123,76 +5,5 Beyond® Prépria

VAP (Ums) 127 +1,5 Tris-BSA (Sadeghi, et al., 2020)
110 158,55+ 3,7 Triladyl® (Dorado et al., 2007)
110  168,43+58" Gent® (Dorado et al., 2007)

Comparacéo de motilidades (MT e MP) e velocidades (VCL, VSL e VAP) as 0h do Beyond®
com bibliografia. Valores representados como média + erro padrdo da média. *Diferencas
estatisticamente significativas (p<0,001).

Foi ainda realizada uma comparacédo da utilizacdo do Beyond® as 96h em caixa,
as 96h no frigorifico e apds uma semana no frigorifico com referéncias bibliograficas pés
congelacdo (quadro 5). Mostraram-se diferencas estatisticamente significativas entre a
pos congelacdo da bibliografia e os valores da caixa a 96h nos MT (50.5 + 2.9 vs. 74,22
+ 3,4; p<0.001) e nos MP (32,75 £ 2,0 vs. 16.0 £ 2.6; p<0,001). Diferencas significativas
entre a pds congelacdo e o frigorifico a 96h nos MT (63,67 + 3,1 vs. 82,87 + 2,4; p<0,001)
e nos MP (23,80 + 4,7 vs. 36,27 = 2,2; p<0,001). Observou-se ainda que os valores pds
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congelacdo comparativamente a refrigeracdo no frigorifico durante uma semana,
apresentam diferencas estatisticamente significativas nos MT (50.5 £ 2.9 vs. 72,14 + 3,2;
p<0.05) e nos MP (16.0 + 2.6 vs. 15,25 + 1,2; p<0.05).

Quadro 5 - Comparacao da Utilizacdo do Diluidor Beyond® a 96h na Caixa, a
96h no Frigorifico e a uma Semana no Frigorifico com Referéncias Bibliogréaficas

Tratamento n MT (%) MP (%) Referéncia
Frigorifico 96h 30 82,87 +24* 36,27 £2,2° Propria
Caixa 96h 30 74,22 +34% 32,75+20% Propria
1 semana 30 72,14+32°¢ 1525+12° Propria

27  63,67+3,1% 2380+4,7°¢ (Silva-Torres et al., 2015)
Pés congelacdo 48  50.5+2.9°  16.0 +2.6%¢ (Ohaneja et al., 2015)
110 58,80+24° 39.74+2,0° (Dorado et al., 2007)

Comparacédo de motilidades (MT e MP) as 96h e uma semana da caixa e do frigorifico com os
valores p6s congelacdo encontrados na bibliografia. Valores representados como média + erro
padrdo da média. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas entre
grupos (p<0,05; p<0,001).

As avaliacdes das temperaturas dentro da caixa foram registadas e representadas
(figura 2). Pode ser observada uma subida brusca de temperatura quase até aos 20°C
devida a abertura da caixa para a avaliacdo das amostras. Posteriormente, verificou-se
uma descida constante apos a troca das placas de gelo, atingindo praticamente os 2°C e
voltando novamente a subir gradualmente, apesar de nunca ultrapassar os 9°C.

Figura 2 - Gréfico Representativo das Médias das Oscilagdes Diarias de
Temperatura Dentro da Caixa

Média das Temperaturas da Caixa +5°C
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4.2 Discussao

Um dos principais desafios na | A é garantir que as amostras de sémen mantém a
sua viabilidade desde o momento da recolha até ao momento da inseminag¢do. O
transporte dessas amostras, especialmente em condicOes refrigeradas, € ainda bastante
limitado, podendo influenciar significantemente a qualidade do sémen e o sucesso de
inseminacéo, devido a fatores como as oscilagdes de temperatura e o tempo decorrido
durante o transporte (Leboeuf et al., 2000). Diluidores a base de leite desnatado séo 0s
mais utilizados na preparacgdo de doses refrigeradas de sémen caprino, embora este possa
ser armazenado entre 0s 2 e 0s 15°C, é recomendado uma temperatura de 4°C. Contudo,
a descida da temperatura corporal para esta temperatura causa mudancas estruturais nas
membranas espermaticas, podendo até alterar a sua funcionalidade. Estes danos sdo
evidentes imediatamente apds a queda da temperatura e agravam-se quando sofrem

descidas bruscas (Palazon et al., 2018).

Para minimizar as alteracOes provocadas pela descida de temperatura, sdo
utilizados produtos que atuam como estabilizadores de membranas sendo adicionados
quando se encontram a mesma temperatura que as amostras, protegendo-as enquanto esta
desce lentamente (Palazon et al., 2018). Assim, os diluidores fornecem condicGes
essenciais que mantém a integridade dos espermatozoides, protegendo-os contra danos
celulares, fornecendo um meio nutritivo e um estabilizador de pH. Estas adi¢cGes sdo
fundamentais durante o transporte, pois 0s espermatozoides sdo altamente sensiveis a
mudancas no seu ambiente e sem condicdes adequadas perdem a capacidade de

realizarem a sua funcdo (Gibbons et al., 2012).

Atualmente, 0 sémen caprino € utilizado para 1A em fresco ou refrigerado (5°C),
nas primeiras 24h, ou apos congelacdo (-196°C). A utilizacdo de Beyond® neste estudo,
mostrou resultados positivos relativamente ao prolongamento da longevidade
espermatica quando comparados com outros diluidores na bibliografia. Num estudo de
2020 por Sadeghi et al., foi comprovado que o armazenamento refrigerado de sémen com
diluidor Tris-BSA mantém a maioria dos parametros de qualidade espermatica ao longo
do tempo (Sadeghi et al., 2020), com uma duracdo relevante até as 48h, sendo que 0 uso
de Beyond® superou os resultados desse estudo até as 96h em sémen refrigerado.
Comparativamente a Dorado et al., 2007, o0 Beyond® obteve piores resultados no que diz
respeito as velocidades de sémen refrigerado. Porém as 96h, com a utilizacdo de

Beyond®, foi possivel comprovar a eficacia deste diluidor quando comparado a
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bibliografia pds congelamento, os pardmetros com Beyond® mostraram-se mais elevados
do que os estudos de 2015 por Ohaneja et al., com a utilizag&o do diluidor TCG e 0 estudo
de 2007 por Dorado et al., com a utilizador de diluidores Triladyl® e Gent® (Ohaneja et
al., 2015 e Dorado et al., 2007).

Os espermatozoides de bovino classificados com um SMI alto tém maior
probabilidade de cumprir a sua funcdo e estabelecer a gestagdo do que 0s que apresentam
um SMI elevado. Isto sugere que o SMI é um indicador confiavel de fertilidade, sendo
um parametro importante na avaliacdo espermatica (Nagata et al., 2018). N&o foi possivel
encontrar bibliografia relativamente aos pardmetros de SMI em chibos. Nos dados
recolhidos neste estudo foi possivel observar-se uma diminuicdo gradual do valor de SMI
das Oh as 96h. Apesar de ndo ter sido possivel realizar IA com estas amostras, podemos
concluir que existe alguma probabilidade de o semen possuir uma boa qualidade
fertilizante as 96h quando diluido com Beyond®, além de possuir uma MP e uma VSL

de valores 0timos tendo em conta as horas de refrigeragéo.

E importante mencionar ainda que, foi imperativo o uso de uma caixa adequada
gue mantivesse a temperatura constante sem oscilacdes significativas. As caixas de envio
de sémen refrigerado de cavalo foram as mais apropriadas pois levam dois tubos de agua
congelados, de modo a ocupar mais espaco na caixa para diminuir o vazio, garantindo

que a temperatura aumenta mais devagar e se mantém estavel até as 48h.

As oscilacGes observadas (figura 2) apds a estabilizacdo da temperatura s@o
influenciadas diretamente pela temperatura do ambiente exterior, sendo que, em dias de
mais calor, as placas de gelo perdiam a temperatura mais rapidamente durante as horas
mais quentes, voltando a estabilizar apenas durante a noite com a diminuicdo da
temperatura exterior a caixa. A abertura da caixa para a realizacdo da analise das amostras
causa uma grande perda de temperatura, 0 que ndo acontece durante um transporte de
sémen, por isso, foi imprescindivel a mudanca das placas ap0s a abertura da caixa para
que esta voltasse aos valores pretendidos. As caixas utilizadas, asseguram a refrigeracédo

do sémen de cavalo durante o transporte até 48h.

O diluidor Beyond® foi desenvolvido para proporcionar um meio que mantém a
integridade das amostras por periodos prolongados em sémen de equino. Neste estudo o
diluidor Beyond® foi utilizado em sémen de caprino, e foi possivel verificar que as

amostras apresentaram uma resisténcia notavel a alteracdes de temperatura e um resultado
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positivo perante o prolongamento das amostras refrigeradas durante o transporte até as
96h. Como o diluidor ndo foi previamente testado em caprinos, ndo foi possivel comparar
com outros estudos bibliogréficos.

Uma vez que a andlise estatistica dos resultados foi comparada com dados de
referéncias bibliograficas disponiveis, a diluicdo de Beyond® foi eficaz na preservacéo
das motilidades e velocidades das amostras, que sofreram diminuices graduais das Oh as
96h de transporte, e mostrou resultados consideravelmente melhores que outros
diluidores utilizados p6s congelacéo.

Desta forma, o uso de Beyond® pode proporcionar uma solucdo viavel para
transporte de amostras de sémen de caprino, facilitando as inseminac@es artificiais com

sémen refrigerado, podendo vir a ter um beneficio substancial na industria reprodutiva.

4.2.1 Limitacdes e pesquisas futuras

N&o obstante a relevancia do estudo apresentado, existem alguns aspetos que
devem ser tidos em conta. Em primeiro lugar, uma limitacdo deste estudo, reside na
reduzida dimensdo da amostra, que por sua vez, reduz o poder estatistico dos resultados.
Para além disso, ainda em relacéo as amostras, estas foram recolhidas no CENSYRA com
uma limitacao nas racas de caprinos (Florida, Verato e Retinto) disponiveis para a recolha
de sémen, o que faz com que as generalizacfes dos resultados para outro tipo de racas

sejam incertas.

Em segundo lugar, verificou-se a impossibilidade de utilizar estas amostras
refrigeradas com a utilizacao de Beyond® em inseminacdes artificiais. Embora tenha sido
possivel comprovar a longevidade das amostras durante o transporte comparativamente a
referéncias bibliogréaficas, ndo foi possivel garantir que os resultados sejam positivos apos
a A com estas amostras de sémen. Em investigacdes futuras, seria interessante realizar
estudos focados no sucesso da IA, que permitam determinar a taxa de sucesso de amostras
refrigeradas com Beyond® em cada uma das etapas deste estudo. Assim, seria possivel
proporcionar uma compreensao mais profunda dos fatores que influenciam os resultados,
permitindo a identificacdo de possiveis melhorias para aumentar a eficacia das 1A
utilizando estas amostras, validando a viabilidade do Beyond® e permitindo otimizar as

condicdes para maximizar a sua taxa de sucesso.
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E importante mencionar ainda, a escassez de publicacdes cientificas que abordam
a utilizacdo do Beyond®, tanto em equinos como em outras espécies na atualidade. Posto,
isto, este campo de pesquisa necessita uma investigacdo mais aprofundada para constatar
se realmente existe um impacto substancial deste diluidor na eficiéncia reprodutiva,

comparativamente com outros diluidores disponiveis no mercado.
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6. Conclusodes

O diluidor Beyond® para cavalos consegue prolongar a longevidade espermatica
de sémen caprino refrigerado durante o transporte;

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as
amostras mantidas na caixa de transporte e as do frigorifico (7°C) para os
parametros MT, MP, VCL, VSL, VAP e SMI refrigerado as Oh, as 24h, as 48h, as
72h, as 96h e ap6s 1 semana;

O diluidor de sémen de cavalos Beyond® adicionado ao sémen de chibo, ndo
apresenta diferencas estatisticamente significativas quando comparado com o
sémen refrigerado da bibliografia em fresco;

O Beyond® apresentou melhores resultados no que respeita a longevidade
espermatica apds 1 semana de armazenamento comparativamente com o sémen

pos congelado encontrado na bibliografia.
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8. Anexos
Anexo A — Protocolo de utilizacdo de Beyond® em sémen caprino

Pré-recolha

Levar tubos 15ml, tubos para citrato, 15ml de INRA 96®.
Recolha de sémen na segunda-feira.

Laboratdrio pés recolha

1. Observacdo de Motilidade massal (score de 1-5).
2. Medicdo da concentracdo com citrato de sodio.
10ml de citrato para cada amostra nos tubos, sendo a primeira para calibrar a maquina
(parametros: 540nm 100.0% T).
3. Calculos para a concentracédo, n° total de espermatozoides e o n° de doses.
4. Adicdo de diluidor (INRA 96®) ao semen nos tubos de 15ml, em diluigéo 1:1.

Laboratorio pos diluicdo INRA 96®

1. Centrifugar a 1727 rpm/15min.

2. Retirar o sobrenadante na camara de fluxo laminar, adicionar a quantidade de
Beyond® necessaria.

3. Fazer regra 3 simples a 80% para saber a concentracdo das pellets e quanto é
necessario de diluidor para ficar com 200.10° /0,25.

3ml-------- 100% X=Volume de amostra depois de centrifugacéo

Concentracao x Volume pds centrifugacdo = N° total de espermatozoides
N° total de espermatozoides/200 = N° total de doses
N° doses x 0,25 = Volume total

Volume Total — Volume p6s centrifugacdo = Volume de diluidor Beyond® a

adicionar

4. Agitar a amostra e dividir em 2 eppendorfs bem identificados, um vai para a caixa

durante 96h e o outro fica no frigorifico durante 1 semana.
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5. Contas para passar a diluicdo de 200.10° para 50.10°, estas véo ser fixas, pelo que
num eppendorf para observagdo terd 60ul de amostra e 940ul de diluidor INRA
96®.

6. Colocar duas gotas de 5ul numa lamina com lamelas a mesma temperatura e
observar ao microscopio, capturando campos entre 50 a 100 espermatozoides para
obter um total de aproximadamente 200 espermatozoides.

7. Verificar se ISAS® capturou todos os estéticos de cada campo, eliminando os
detritos e gravar com os dados do animal e a data (ex: xxxx 04 — 03 — 24)

8. Fazer uma observacdo da amostra inicial, uma as 24h, uma as 48h, uma as 72h,
uma as 96h e uma as 168h (1 semana para a do frigorifico) para verificar se 0 uso

de diluente de cavalo nos chibos prolonga a sua longevidade durante o transporte.
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