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Resumo

Aspectos reprodutivos ligados a ambos os sexos condicionam a implementacdo de um
programa reprodutivo eficiente. Neste trabalho foram abordados dois topicos relacionados
com reproducdo em equinos. No primeiro estudo, objectivou-se avaliar a expressdao de
proteinas da matriz extra-celular, a Decorina e o Cluster de Diferenciagdo 147 (CD147), em
cortes histologicos de endométrio equino saudavel e com diferentes graus de fibrose
periglandular, através de imunohistoquimica e de western blot. Nao obtivemos marcacdo com
o CD147. Em relagdo a Decorina, as marcagdes que nos pareciam indicar a sua presenca no
endométrio, demonstraram-se inespecificas. S0 necessdrios mais estudos, com outros
anticorpos, de forma a caracterizar a expressao destas proteinas no endométrio da égua. No
entanto, os nossos resultados sugerem a existéncia de uma relagao do colagénio 1 e do a-SMA

a medida que aumenta a categoria de endométrio da égua.

No segundo estudo avaliou-se o efeito de diferentes procedimentos de congelagdo, na
qualidade do sémen de cavalo de raca Garrana. Quatro ejaculados de um garanhdo foram
submetidos a dois diluidores de congelacdo (Gent® e BotuCrio®) e dois tempos de
centrifugacdo (10 e 20 minutos). Foi ainda estudado o efeito de um meio de centrifugagao do
sémen (Centrifugation Cushion for Semen®). Cada ejaculado foi assim submetido a 8
tratamentos. Foi avaliada a mobilidade, concentragdo, vitalidade e morfologia dos
espermatozoides, no sémen antes da congelagdo, no congelado e no sobrenadante. Segundo os
resultados obtidos, a centrifugacdo durante 10 minutos e o uso de cushion parece ser a melhor
forma de processar o sémen para congelacdo, ao originar melhores taxas de vitalidade e

mobilidade.

Palavras-chave: CD147, Criopreservagao, Decorina, Endometrose, Garrano, Sémen.



Abstract

Reproductive aspects linked to both sexes influence an efficient reproductive program. In this
work two topics related to reproduction in horses were addressed. The first study aimed to
evaluate the expression of extracellular matrix proteins, Decorine and Cluster of
Differentiation 147 (CD147), in histological sections of healthy equine endometrium and with
different degrees of periglandular fibrosis. Immunohistochemistry and western blot were
used. No immunolabeling for CD 147 was detected in mare endometrium. In
immunohistochemistry studies, decorine immunolabels, which seemed to us to demonstrate
its presence in the mare’s endometrium were nonspecific. Further studies with other
antibodies should be performed to characterize the expression of these proteins in the mare's
endometrium. However, our results suggest a relationship between collagen 1 and a-SMA, as

the Kenney endometrial category of the mare increases.

The second study aimed to evaluate the effect of different freezing procedures on the quality
of Garrana horse semen. Four ejaculates from one stallion were subjected to two commercial
freezing extenders (Gent® and BotuCrio®) and two centrifugation times (10 and 20 minutes).
The effect of a cushion media (Centrifugation Cushion for Semen®) was also studied. Thus,
each semen sample was subjected to 8 different treatments. Mobility, concentration, viability
and morphology of sperm were evaluated in semen before freezing, frozen semen and in
supernatant. According to our results semen centrifugation for 10 minutes and the use of
cushion seems to be the better way to process semen for cryopreservation, since it was the

procedure with better viability and mobility rates.

Keywords: CD147, Cryopreservation, Decorin, Endometrosis, Garrano Breed, Semen.
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I. Introducio geral e objetivos

Os cavalos e os seres humanos partilham uma relacdo proxima ha uns milhares de anos e
tiveram um papel fundamental no desenvolvimento da nossa sociedade, continuando nos dias

de hoje a partilhar atividades como a agricultura, entretenimento, terapia e desporto.

Os problemas de fertilidade sdo varios, tanto da parte das fémeas como dos machos. Nas
¢guas a saude do utero ¢ um fator determinante para a fertilidade da égua (Kenney, 1978).
Durante a vida reprodutiva, o endométrio ¢ sujeito a varias agressoes que podem levar ao
aparecimento e¢ desenvolvimento de alteragdes, que gradualmente diminuem a capacidade de

funcionamento do endométrio, podendo levar a infertilidade (Silva et al., 1987).

Neste estudo ¢ abordada a endometrose, condicdo degenerativa cronica do endométrio da
égua, a qual estd associada a problemas reprodutivos nesta espécie animal ha varias décadas
(Kenney, 1978). Esta ¢ caracterizada pelo aumento na produgdo e acumulagdo de
componentes da matriz extracelular e consequente desenvolvimento de fibrose, sendo o
resultado final que se inicia com uma lesdo e inflamagdo celular (Chambers, 2008). A
Decorina e o Cluster de Diferenciagdo (CD147) sdao proteinas da matriz extra-celular que
parecem estar envolvidas no desenvolvimento de fibrose em outros 6rgaos e espécies (Krusius
and Ruoslahti, 1986; Ruoslahti and Yamaguchi, 1991; Yamaguchi and Ruoslahti, 1988;
Border et al., 1992; Yamaguchi et al. 1990; Simon-Chazottes et al., 1992; Kasinrerk et al.,
1992; Saxena et al., 2002; Biswas et al., 1995). A expressdo proteica destas proteinas no
endométrio equino ainda nao foi referida. Assim, neste estudo objetivou-se avaliar a
expressdo destas duas proteinas da matriz extra-celular no endométrio saudavel e com

diferentes graus de inflamagao e de fibrose da égua.

Nos equinos como a sele¢do dos reprodutores se baseia em caracteristicas fenotipicas e na
performance atlética do animal e ndo na qualidade das caracteristicas reprodutivas, leva a um
problema na fertilidade, uma vez que o sémen do garanhdo pode ser de baixa qualidade, pelo
que sdo necessarias melhores estratégias de processamento do sémen para aumentar a
qualidade do mesmo (Brinsko et al., 2007). A refrigeracdo e a congelagdo sdo técnicas
correntemente usadas para preservar a qualidade e consequente fertilidade do sémen em
reproducdo dos equinos. No entanto, nem todos os ejaculados tém a mesma qualidade e nem
todos os espermatozoides toleram o arrefecimento do mesmo modo e por isso, os métodos de
processamento devem ser adequados e especificos para os diferentes tipos de sémen

(Alvarenga et al., 1996). Assim, num segundo estudo pretendeu-se avaliar o efeito de
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diferentes procedimentos de congelagdo sobre a qualidade do sémen de um cavalo de raga

Garrano.
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I1. Trabalho experimental 1 — Expressiao da Decorina e da CD 147 no

endométrio da égua

1. Objetivos

Este estudo teve como objectivo avaliar a presenga de duas proteinas da matriz extra-celular, a
decorina e o CD147, em cortes histologicos de biopsia de endométrio equino saudavel e com
fibrose. Foram ainda avaliadas nesses mesmos tecidos a expressao do colagénio tipo I (COL
1) e do tipo III (COL 3) e da a-actina do musculo liso (“a-smooth muscle actin”, a-SMA). A
avaliacdo foi feita com as técnicas de imunohistoquimica e western blot, sendo também outro
objetivo a aprendizagem destas técnicas de biologia molecular para quantificar e detetar

proteinas em tecidos.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Anatomo-fisiologia do aparelho reprodutor da égua

A reproducao nas éguas ¢ um processo complexo onde todo o organismo participa, sendo o
aparelho reprodutor feminino responsavel pelo ciclo éstrico, pelo comportamento sexual da
¢gua e pelo controlo da gestacdo, do nascimento e da lactagdo (Silva, 2009). Este aparelho
compreende 0s ovarios, as trompas uterinas, o utero, a vagina e a vulva. O ovario liberta o
ovulo para as trompas uterinas, que depois ¢ levado até ao corno uterino, onde ocorre a
fecundacao. No utero, o 6vulo fecundado transforma-se em embrido e depois em feto. Na
altura do parto este ¢ expulso pela vagina e vulva, como um poldro recém-nascido (Silva,

2009).

A reproducao dos equinos € sazonal, sendo a primavera e o verdao os periodos mais férteis, de
marco a setembro. Como a gestagdo ¢ de aproximadamente 11 meses, os poldros evitam o frio
do inverno e encontram melhores condigdes ambientais nos primeiros meses de vida (Silva,

2009).

O periodo em que os orgdos reprodutivos comegam a tornar-se funcionais, chama-se
puberdade, e na égua ocorre entre os 10 aos 24 meses. A fungdo ovarica compreende a
oogénese, a ovulacdo e a formagdo do corpo luteo. Estes processos que ocorrem nos ovarios
influenciam outras partes do sistema reprodutor de uma forma ciclica, que se conhece por

ciclo éstrico (Silva, 2009).
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O ciclo éstrico € o periodo entre a ovulagdo de um foliculo maturo até a ovulagdo do foliculo
maturo seguinte. Nas éguas dura cerca de 21 a 22 dias, podendo também variar dos 18 ¢ 24
dias. Este ciclo compreende as fases de pro-estro, estro, metaestro e diestro. O pro-estro € o
periodo de preparagdo onde os foliculos aumentam de tamanho, as paredes vaginais tornam-se
mais espessas € o Utero aumenta as suas secre¢cdes mucosas. O estro engloba o periodo de cio
em que a fémea estd recetiva ao macho, e dura em média 5 dias, tendo, no entanto, grandes
variagoes individuais. A ovulagdao da-se 24 a 48 horas antes do final do estro. O metaestro €
quando se forma o corpo luteo, com alteragdes nas paredes vaginais e uterinas; o diestro dura
cerca de 14 dias. Sendo as éguas animais poliéstricos sazonais, t€m varios ciclos éstricos
sucessivos seguidos de um periodo de inatividade sexual denominado de anestro (Silva,

2009).

Quando ocorre gestacdo as fases sucessivas sdo a fecundagdo, por unido do 6vulo com o
espermatozoide, a implantacdo do embrido na parede uterina, a formacdo das membranas
fetais (placenta) e o crescimento gradual do feto. O periodo médio de gestacao da égua ¢ de

336 dias (Silva, 2009).

2.2. O endométrio equino

O ttero ¢ formado por dois cornos uterinos, corpo e cérvix. O cérvix consiste num esfincter
resistente de musculo liso, este encontra-se, normalmente, fechado, exceto durante o periodo

de cio e no parto.

Histologicamente, o ttero da égua ¢ formado por trés camadas; o perimétrio, o, miométrio e a
o endométrio (Kenney, 1978; Masseno, 2012). O perimétrio representa a serosa que reveste
externamente o utero. O miométrio, corresponde a camada intermédia muscular da parede
uterina e desenvolve-se muito durante a gestagdo, ocorrendo um aumento do volume das
células e a sua multiplicacdo. O endométrio corresponde & membrana mucosa que reveste
internamente o utero, sendo um tecido muito glandular cuja vascularizacdo e espessura
dependem das variagdes hormonais que ocorrem ao longo do ciclo éstrico e durante a

gestacao (Silva, 2009).

No endométrio equino podemos distinguir dois componentes, o epitélio luminal (superficial) e
a lamina propria (Figura 1), cuja aparéncia varia com a fase do ciclo éstrico (Kenney, 1978).
A lamina propria estende-se desde a membrana basal do epitélio luminal até ao miométrio
(Kenney, 1978). No epitélio luminal existem células ciliadas e ndo ciliadas. Ao nivel da

lamina propria, com base na densidade de células do estroma, distinguem-se duas camadas:
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(i): o estrato compacto, a seguir ao epitélio luminal, com uma densidade de células do estroma
relativamente elevada; e (ii) o estrato esponjoso, que tem uma densidade celular mais baixa,

com muitas fibras (Kenney, 1978). Na lamina propria hd numerosas glandulas uterinas, que
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estdo ligadas a superficie luminal por ductos (que se estendem e ramificam até ao estrato

esponjoso), vasos sanguineos, linfaticos e nervos (Kenney, 1978). O epitélio luminal e o
epitélio glandular produzem secre¢des denominadas de histotrofo que sdo importantes nas

fases iniciais de gestacao (Kenney, 1978).

Figura 1: Representacdo esquematica do utero da égua (adaptado de Kenney, 1978).

2.3. A endometrose na égua

A endometrose ou fibrose do endométrio da égua, tem vindo a ser associada a problemas
reprodutivos na égua ha varias décadas e ¢ caracteristica em éguas de mais idade (Kenney,

1978).

A endometrose ou fibrose do endométrio da égua ¢ uma condicdo degenerativa cronica
caracterizada por um aumento na producdo e acumulacdo de componentes da matriz
extracelular, nomeadamente de fibras de colagénio, sobretudo do tipo I (Chambers, 2008). As
lesdes fibroticas podem estar localizadas no estrato esponjoso, envolvendo a base das
glandulas, resultando em ninhos fibréticos ou no estrato compacto envolvendo os ductos das

glandulas o que leva a formacao de cistos (Amaral, 2002).

A biodpsia do endométrio ¢ o melhor método para diagnosticar a endometrose (McKinnon,

1988; Kenney, 1978). Entre as alteragdes encontradas por este método de diagndstico podem
17



citar-se as inflamacgdes, a fibrose, a hipertrofia, glandulas cisticas, a atrofia e as hipoplasias

(Kenney, 1978).

No endométrio das éguas, os fibroblastos que circundam as glandulas uterinas fibroticas
mostram grande imuno-reactividade para a proteina a-actina musculo liso (a-SMA- a-smooth
muscle actin), cuja expressdo ¢ ainda mais evidente nos miofibroblastos que circundam as
glandulas cisticas (Walter et al., 2001). Os miofibroblastos sdao responsaveis pelas principais
caracteristicas da fibrose ativa (Masseno, 2010), contribuem para a destrui¢do do tecido e
gradual degradacdo das fungdes do o6rgdo afetado, havendo evidéncias de que a produgdo de
colagénio pelos fibroblastos seja uma consequéncia da diferenciacdio destes em
miofibroblastos (Petrov et al., 2002). A a-SMA ¢ um marcador usado para determinar a

presencga e atividade dos miofibroblastos (Hinz, 2007; Lemoinne et al., 2013).

2.4. Caracterizacio da endometrose

Kenney e Doig (1986) classificaram os graus de lesdes do endométrio da égua em quatro
categorias (I, IIA, IIB e III) de acordo com a presenca, distribuicdo e intensidade das lesoes.
Com base nesta classificacdo, o tecido de um endométrio saudavel ¢ classificado na categoria
I, a categoria Il corresponde a alteracdes moderadas com formagdes de alguns ninhos
glandulares e havendo hiperplasia e hipertrofia do epitélio glandular. O que faz com que a
categoria IIA passe a ser IIB sdo a égua apresentar falhas reprodutivas por mais de dois anos
consecutivos, haver mais de uma alteragdo presente, uma vez que as mudangas sdo aditivas e
as alteracdes fibroticas sdo mais extensas e graves do que a categoria IIA. A categoria III
corresponde a uma inflamacao grave e fibrose periglandular acentuada, demonstra mudangas
severas e irreversiveis no utero. Neste sistema de classificagao quanto maior o grau menor ¢ a

possibilidade de haver gestacdo (Kenney e Doig, 1986).

As fases de evolucdo do processo fibrético foram descritas por Hoffmann et al., em 2009, que
denominaram as etapas de fibrose em: ativa, ativa destrutiva, inativa e inativa destrutiva. As
fibroses ativas caracterizam-se pela presenca de células do estroma fibroticas
metabolicamente funcionais. Nas fibroses inativas as células do estroma apresentam-se
metabolicamente disfuncionais, nas fibroses ativa e inativa destrutivas implica a invasdo do
limen glandular pelas células do estroma, resultando na degenerescéncia e necrose das células

epiteliais (Hoffman ez al., 2009).
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2.5. Decorina

A decorina ¢ uma proteina da familia dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina (small
leucine-rich proteoglycan) presente na matrix extracelular. O seu nome vem da sua forte
interacdo com as fibras de colagénio presentes na matrix extracelular, em que ela “decora”

estas fibras de colagénio (Krusius e Ruoslahti, 1986).

Para além da sua funcdo como componente da estrutura da matrix extracelular, a decorina
influencia outras fungdes nas células, tais como a proliferagdo, multiplicagdo, migracdo e
diferenciagdo, assim como parece ter um papel regulador da inflamagao (Krusius e Ruoslahti,
1986; Yamaguchi e Ruoslahti, 1988; Yamaguchi ef al. 1990; Ruoslahti ¢ Yamaguchi, 1991,
Border et al., 1992).

A decorina interage com o Fator de transformagdo do crescimento-f (TGF-B- Transforming
growth factor-f), inibindo a multiplicagdo e proliferacio das células cancerigenas
(Yamaguchi ef al. 1990). Também foi comprovado em varias espécies animais que € capaz de
reduzir tecidos fibroticos e inflamagdes causadas pelo TGF- B (Border ef al., 1992; Border e
Ruoslahti, 1992; Zhu et al., 2007, Jarvinen e Ruoslahti, 2010; Mohan et al., 2011; Jarvinen e
Ruoslahti, 2013).

Segundo Carrino et al. (2012), os fibroides uterinos (tumores benignos do tecido muscular
liso do miométrio) e as cicatrizes queldides contém quantidades relativas menores de

decorina, quando comparados com tecidos saudaveis.

2.6. CD147

O cluster de diferenciagdo 147 (CD 147) também denominado de Basigin, ¢ uma
glicoproteina transmembranar, membro da superfamilia das imunoglobulinas. Foi
primeiramente denominado de Fator estimulador da colagenase das células tumorais (TCSF-
tumor cell collagenase stimulatory factor), depois passou para indutor da matrix extracelular
de metaloproteinases (EMMPRIN- extracelular matrix metalloproteinase inducer), sendo
responsavel pela producdo de varias metaloproteinases (Kasinrerk et al., 1992; Simon-

Chazottes et al., 1992; Biswas et al., 1995; Saxena et al., 2002).

Est4 presente em varios tecidos e células incluindo os fibroblastos (Lee et al., 2010; Tyker et
al., 2012). Participa em varias fungdes celulares, tais como migragdo, movimentacdo e
apoptose (Iocono et al., 2007, Weidle et al., 2010; Chen et al., 2011; Chen et al., 2012).

Estudos revelaram que o CD 147 foi encontrado nos ovarios (Smedt e Curry, 2005), no utero
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(Kuno et al., 1998; Xiao et al., 2002; Noguchi ef al., 2003), no endométrio (Braundmeier et

al.,2006) e em tecido fibroso nos ovarios (Smedts et al., 2006).

O basigin foi intensivamente estudado e estabelecido como um regulador de migragdo e
causador da sobrevivéncia de células cancerigenas (Chen et al., 2011; Hua et al., 2011; Chen

et al., 2012; Hadler-Olsen et al., 2013; Brezilion et al., 2013; Fok et al., 2014).

Segundo um estudo de Payne ef al. (2011), o CD 147 promove a fibrose nos pulmdes o que
por sua vez faz questionar a relacdo que esta glicoproteina podera ter com a endometrose.
Num estudo recente de perfil de transcricdo do endométrio de éguas com diferentes graus de
fibrose (Fiorenza, 2017), nos casos de fibrose tipo III, a transcrigdo de mRNA de CDI147 ¢

maior do que nos endométrios de tipo I.

2.7. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica ¢ usada na pesquisa de antigénios nas células ou tecidos (Brandtzaeg,
1998). E uma ferramenta muito importante em investigagdo cientifica ¢ também uma técnica
complementar a diferentes diagndsticos que ndo se conseguem realizar usando o método
convencional de analise com hematoxilina e eosina (Leong et al., 1987; Taylor et al., 1994;
Rosai, 1997; Alves et al., 1999; Hsi, 200; Bodey, 2002). Apesar de ser uma técnica
relativamente simples tem algumas desvantagens e depende de alguns fatores, sendo
importante que a pessoa que esteja a fazer o ensaio tenha experiéncia na realizagdo do método
e na leitura e interpretacao dos resultados (Leong et al., 1987; Rosai, 1997; Alves et al., 1999;
Werger et al., 2000; Jaffer et al., 2004).

Esta técnica abrange muitos métodos usados para determinar antigénios (componentes do
tecido) com o uso de anticorpos especificos que sdao demonstrados por marcagdes
acastanhadas (Brandtzaeg, 1998; Haines et al., 2005). Compreende duas fases: primeiro, a
preparacdo das laminas com o tecido, as reagdes para recuperacao antigénica e as incubagdes
com os anticorpos primarios € secundarios; segundo, a interpretacdo e quantificacdo dos

resultados (Alves et al., 1999).

O tecido ¢ primeiramente fixado em formaldeido e parafinizado. Este procedimento ¢ usado
internacionalmente e alguns especialistas propdem que seja um procedimento que deve ser
padronizado para comparar diagnosticos (Wick, 1995). Contudo, a fixacdo em formaldeido
leva a perdas de imunorreatividade, uma vez que impede o acesso e destroi alguns sitios de

ligacdo dos anticorpos (Rickert et al., 1989).
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A escolha do anticorpo correto ¢ um fator determinante para melhores resultados na
imunohistoquimica (Alves et al., 1999). Os anticorpos primarios sdo divididos em duas
categorias policlonais e monoclonais. Os policlonais, podem ser obtidos do soro de animais
imunizados, por exemplo, coelho, cabra, macaco, rato, e reconhecem muitos epitopos do
mesmo antigénio, tendo maior sensibilidade na sua detecdo. Os monoclonais sdo
desenvolvidos a partir de hibridomas e dao origem a anticorpos que apenas se ligam a um
epitopo de antigénio, dando resultados mais especificos (Nadji, 1986; Brandtzaeg, 1998;
Lipman et al., 2005).

A interpretacdo dos resultados geralmente ¢ feita a nivel qualitativo, quantitativo e de uma
maneira subjetiva. Na maioria dos casos um resultado positivo ¢ quando had presenca de
marcacao acastanhada (True, 1988; Elias, 1990; Becker, 1993; Seidal et al., 2001). O uso de
IgG (produzido na mesma espécie do anticorpo primario) € necessario para o despiste de

ligagdes inespecificas (Seidal et al., 2001).

2.8. Western blot

O western blot ¢ muitas vezes referido como imunoblot. Esta técnica envolve a separacdo das
proteinas por eletroforese em gel (pela sua estrutura tridimensional no caso das proteinas
nativas ou pelo comprimento da sua cadeia polipeptidica, no caso das proteinas desnaturadas),
a sua transferéncia para uma membrana e seguidamente a detecdo da proteina que se pretende
identificar com o uso de anticorpos especificos para essa proteina (Gomes et al., 2006; Gomes

et al., 2009).

Esta técnica ¢ uma ferramenta analitica essencial para identificar a proteina de interesse numa
mistura complexa. Os resultados podem ser usados como semi-quantitativos, para determinar
e comparar a expressdo da proteina especifica em varias células e tecidos (Kurien et al.,
2006), ou podem ser quantitativos, mas necessita de uma curva padrao da proteina especifica

(Murphy et al., 2009).

Esta técnica tem a vantagem de poder ser usada como uma ferramenta de diagndstico prévio,
¢ especifica e sensivel (Canelle et al., 2005; Bertoni et al., 2012). Porém tem algumas
limitagdes, tais como ndo consegue suportar mais que um anticorpo primario para a proteina
de interesse e alguns anticorpos interagem com outras proteinas sem ser a de interesse, o que
pode levar a falsos-positivos. E também necessério o uso adequado de quantidades de amostra
e de anticorpo (Towbin et al., 1979; Smejkal et al., 1994; Koller et al., 2005; Kurien et al.,
2006; Murphy et al., 2013).
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Na quantificacdo das bandas geradas pelo western blot ¢ comum usar uma proteina referéncia
chamadas de ‘“housekeeping proteins”. Estas proteinas t€ém uma expressdao constante nos
tecidos, pelo que alguns investigadores também as usam como “loading control”. As mais
usadas sdo a B-actina, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e B-tubulina (Dittmer
et al., 2006; Eaton et al., 2013; Gilda et al., 2013). Para uma otimizacao da quantificagdo usa-
se 0 Chemidoc MP (Bio-Rad) e o programa ImagelLab que contém as ferramentas de analise
para a quantificacdo e determinagdo dos pesos moleculares da proteina, determinando os

niveis de intensidade de cada linha (Gassman et al., 2009; Taylor et al., 2013).
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Materiais e métodos

Este estudo foi realizado no laboratorio Valoren, da Escola Superior Agraria de Coimbra.

3.1. Imunohistoquimica

3.1.1 Caracterizacio da amostra

No estudo imunohistoquimico foram usados um total de 70 cortes histoldégicos do endométrio
de égua com diferentes graus de fibrose periglandular e inflamagao. Estes foram classificados
de acordo com o sistema de Kenney e Doig (1986) em endométrios do tipo I (n=15), tipo IIA

(n=12), tipo I1IB (n=8) e tipo III (n=35).

3.1.2 Procedimento da imunohistoquimica
Esta técnica foi usada para detetar a presenca da decorina, do CD147 e dos colagénios do tipo

1 (COL1) e tipo 3 (COL3).

As laminas com cortes histologicos de endométrio de 4 um foram colocadas numa estufa a
57°C, durante 10 min, sendo posteriormente submetidas a um processo de desparafinizagao,
por imersdo das laminas em cubas de vidro com xilol, a temperatura ambiente, primeiro
durante 20 min e depois 15 minutos. Este foi seguido da hidratagdo dos tecidos, por imersao
dos mesmos em concentragdes decrescentes de etanol (2 vezes em etanol 100%, durante 2
minutos; 2 vezes em etanol 95%, durante 2 minutos; 2 vezes em etanol 70%, durante 2

minutos) e finalmente em agua destilada durante 5 minutos.

Na detecdo da Decorina e do CD 147 e para fazer o bloqueio da peroxidase endogena, as
laminas foram imersas em H202, a 0,3%, durante 15 min com agitagdo. A recuperacdo do
antigénio, necessaria para libertar os epitopos antigénicos do tecido, foi feito com tampao
citrato a pH= 6 ou com tampao 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), a ImM. O tampao
com as laminas imersas foi aquecido (96°C) em micro-ondas, durante 15 min. Arrefeceram-se
as laminas gradualmente em gelo. Seguidamente foi feito o bloqueio dos locais de ligagao
inespecifica, colocando sobre os tecidos, 100 pul de soro de cabra (Goat Serum, Ref.: G-9023,
Lot.:118H9063, Sigma Chemical Co., MO, USA) a 5% em PBS, sendo posteriormente
incubados durante 45 min, a temperatura ambiente, numa caixa escura humida. Apos o
bloqueio foi feita a incubagdo com os anticorpos primadrios, de decorina (LS-B6704, LS Bio,
produzido em coelho; diluido a 1/400 ou 1/100,) e do CD 147 (NB500-430, Novus
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Biologicals, anticorpo monoclonal produzido em rato; diluido a 1/100 ou 1/50). Os anticorpos
foram diluidos em PBS e foram aplicados 100 upl por lamina, sendo uniformemente
distribuidos por toda a superficie do corte. As laminas ficaram a incubar durante a noite (14 a
18 horas) em camara humida, a 4°C. Os controlos negativos foram realizados substituindo o
anticorpo primdrio por IgG de coelho (rabbit polyclonal IgG, ab 27478, Abcam, diluida a
1/100) ou por PBS, usando as mesmas condigdes de incubagdo, com a finalidade de
identificar liga¢des inespecificas. No dia seguinte, os tecidos foram lavados em PBS durante
20 min e foram incubados com 100 pl de anticorpo secundario “Anti-rabbit” (P0448, DAKO;
diluido a 1/100) ou “anti-mouse” (A2554, Sigma; diluido a 1/100), numa caixa preta seca
durante 1 h, a temperatura ambiente. Posteriormente as laminas foram lavadas em PBS
durante 10 minutos e foram coradas com 100ul de uma solugdo cromogénica de
diaminobenzidina (DAB; ab 642381, Abcam) durante 1 min, ao abrigo da luz. As laminas
foram lavadas em agua durante 5 min e foi feito o contraste com hematoxilina de Meyer.
Apos nova lavagem em agua destilada durante 5 min, os tecidos foram desidratados por
imersdao em etanol (70% durante 2 min; 95% durante 2 min; 100% durante 3 min; 100%
durante 5 min;) e xilol (2 vezes durante 5 minutos), procedendo-se a montagem das lamelas
com entallan.

Na detecao de colagénio 1 e 3, foi usado um protocolo de recuperacdo enzimatica do
antigénio, com uma solucdo pepsina a 1%, pH=1,8. As laminas desparafinadas foram pré-
aquecidas, numa cuba com agua acida pH=1,8, a 60°C. Foram aquecidas duas cubas com a
solugdo de pepsina acida: (i) uma a 60°C, onde as laminas ficaram durante 3 min numa estufa
a 60°C e (ii) outra a 37°C, para onde foram transferidas as laminas por mais 10 min, numa
estufa a 37°C. Para parar a acdo da pepsina, os tecidos foram posteriormente lavados em agua
destilada durante 3 minutos e PBS 2 vezes durante 5 minutos e procedeu-se ao bloqueio da
peroxidase enddgena com uma solucdo de H202 3%, durante 20 minutos. Foi aplicado o leite
magro 3% (Skim milk powder, Ref.: RM1254-500G, HIMedia Laboratories Pvt. Ltd,
Mumbai, India) para bloquear os locais de ligagao inespecifica, durante 45 min, a temperatura
ambiente, em camara humida escura. Incubou-se os anticorpos primarios de colagénio 1 (ref.
20121, Novotec; diluido a 1/1000 e 1/250) e de colagénio 3 (ref. 20321, Novotec; diluido a
1/500 e 1/250) durante a noite (14 a 18 h), a 4 °C, numa cadmara humida escura. No dia
seguinte, os tecidos foram incubados com anticorpo 2° de “anti-rabbit” (P0448, DAKO;
diluido a 1/100) durante 1 h a temperatura ambiente, em camara escura seca. Todos os

restantes passos foram idénticos aos descritos anteriormente.
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3.2 Western Blot

3.2.1. Caracterizacao da amostra
Neste método de analise foram utilizados os extratos de proteinas obtidos de bidpsias de
endométrio com diferentes graus de fibrose e previamente extraidos com tampao RIPA e na

Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa.

3.2.2. Quantificaciio da concentracio de proteina
A concentracdo da proteina total dos extratos proteicos preparados a partir de amostras de
endométrio com diferentes graus de fibrose, foi quantificada pelo método de Bradford (ref:

500-0006, Rio-rad, CA, USA).

As amostras de sobrenadante foram diluidas a 1/400 (2 pl, 800 ul de H,O) e apos a adig¢ao de
Bradford (200 pl), os valores de absorvancia resultantes da leitura realizada, num
espectrofotometro (T80+, UV/VIS spectrometer, PG Instruments LTD), a A= 550 nM, foram

comparados com os de uma curva padrao de soro-albumina bovina (BSA).

3.2.3. Procedimento do Western Blot

Para fazer a separacdo das proteinas por eletroforese, foram preparados no laboratorio os géis
de poliacrilamida a 10 % (9,65 ml de H20, 5,23 ml de 4x lower buffer, 4,95 ml de acrilamida
20 %, 198 ul de APS 10% e 19,8 ul de TEMED), que apds solidificagcdo durante 30 minutos,

se juntou uma solu¢do de concentragdo de acrilamida a 4% e deixou-se secar durante 1 hora.

Preparam-se as amostras em eppendorffs, previamente identificados e furados, num volume
final de 30 pl (volume de amostra, 4gua e loading buffer). Apos a desnaturacdo das proteinas

numa manta quente a 95° durante 5 min, foram arrefecidas em gelo durante 5 min.

Os géis foram colocados no suporte de uma tina de eletroforese, e apos se ter adicionado o
tampao corrida 1vez (900ml de H,O, 100ml de tampao corrida 10 vezes (30,3g tris-base; 144g
Glicina, 10g SDS, 800ml H,O elix) até cobrir completamente os géis, foram carregadas 30 pl
de amostra e/ou 5 pl de marcador, em cada pogilho dos géis. Ligou-se a fonte a 80V durante
15 a 20 min (até passarem o gel de concentragdo) e depois passa-se para 120 V durante 1h a

1h30min. A corrida termina quando as amostras sairem para fora do gel.

Para efetuar a transferéncia do gel para a membrana, os filtros (spacers), as esponjas € 0s
suportes de plastico foram humedecidos em tampao de transferéncia (100ml de tampao de

corrida 10x, 200ml de H,O, 200ml de metanol, 500ml de H,O). A membrana foi mergulhada
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em tampao de transferéncia numa caixa a parte. Corta-se o gel de concentragdo e destaca-se o
gel do vidro com este mergulhado no mesmo tampao. Monta-se a “sandwich” em cima do
lado preto na seguinte ordem: esponja, filtro, gel, membrana, filtro e esponja. Coloca-se a
“sandwich” no suporte da tina de transferéncia e enche-se com tampdo de transferéncia.
Seguidamente, pde-se a tina de transferéncia numa caixa de esferovite com gelo em redor.
ApoOs a transferéncia a 100 V, durante 2 horas, faz-se a lavagem das membranas em agua
destilada vérias vezes. Procede-se ao bloqueio das membranas com leite 5% em PBS, durante
45 min a temperatura ambiente. As membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos
primarios: CD147 (diluido a 1/1000 e 1/500), Decorina (diluida a 1/1000, 1/500 e 1/250),
Colagénio 1 (diluido a 1/1000), a-smooth muscle actin (a-SMA; Abcam, ab15734; diluido a
1/1000 e 1/500) e B-actina (Sigma 5441; diluido a 1/10000). Preparam-se 3 ml de anticorpo
primario em PBS, fazem-se sacos de plastico do tamanho da membrana, coloca-se a
membrana ¢ os 3 ml de anticorpo no saco e sela-se o saco. No caso do CD147, decorina,
colagénio e a-SMA tem que incubar durante a noite num agitador, a 4°C. No caso da -actina

vai a incubar durante 1,5 h, a temperatura ambiente.

Depois de se incubar o anticorpo primdrio procedem-se lavagens com agua, tampao de

lavagem (Tween 1%, em PBS) e mais lavagens com agua.

Seguidamente, ¢ incubado o anticorpo secundario em sacos. Para o CD147 e Decorina a
diluicao usada foi de 1/1 000 de anti-mouse ou anti-rabbit durante 2 h, a temperatura
ambiente. Para o colagénio 1 usou-se diluicdo de 1/20 000 de anti-rabbit durante 1,5 h. Para o
a-SMA foi usada uma diluicdo de 1/1 000 de anti-rabbit durante 1 h a temperatura ambiente e
para a P-actina uma dilui¢ao de 1/5 000 de anti-mouse durante 1 h a temperatura ambiente.

No final da incubagdo procedem-se as lavagens com dgua e com o tampao de lavagem.

Para a revelagdo aplica-se Femto (Thermo Scientific, SuperSignal® West Femto Maximum
Sensivity Substrate, B2160738) diretamente na membrana durante 1 min. Dispdem-se as
membranas numa mica, retiram-se as bolhas e procede-se a sua observacdo e analise no

Chemidoc XRS4 (Bio-Rad Laboratories, Lda).

3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos na expressao proteica do COL1 por western blot foram submetidos a uma
analise de variancia para comparar as médias nos diferentes tipos de endométrio. Os
resultados obtidos com o a-SMA foram analisados através do teste ndo paramétrico de
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Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. Foi utilizado o
software GraphPadPrism 6.0 (Graph Pad Software Inc., USA). Foram considerados

estatisticamente significativos valores com P < 0,05.
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3. Resultados e discussao

4.1 Imunohistoquimica

Quando analisdmos as laminas incubadas com anticorpo anti-decorina (figura 2 a,d,f)h)
pareceu haver marcagdes, no entanto, quando usamos a IgG (figura 2 b, e, g, 1), verificou-se a
existéncia de marcagdes nos mesmos locais que a decorina, demonstrando assim que as
marcagdes sdo inespecificas. A auséncia de marcagdo nas laminas incubadas com o outro
controlo negativo (PBS; figura 2 c, j) indica que a técnica foi bem executada e os anticorpos
usados funcionaram. Houve uma grande marcacdo com o DAB em comparagdo com a
hematoxilina, o que nos deu um mau contraste, o que por sua vez tornou mais dificil a
interpretacdo dos resultados. Na figura 2 pode-se verificar as diferengas entre a decorina, a

IgG e o PBS em endométrios de éguas saudavel, do tipo I, e com diferentes graus de

inflamacao e fibrose, do tipo IIA, IIB e III.

Figura 2. Imagens de imunohistoquimica de endométrios incubados com anticorpo anti-
Decorina. Endométrios do tipo I, com Decorina (a), do tipo I, com IgG (b), do tipo I com PBS
(¢), do tipo IIA, com Decorina (d), do tipo IIA, com IgG (e), do tipo IIB, com Decorina (f), do
tipo IIB, com IgG (g), do tipo III, com Decorina (h), do tipo III, com IgG (i) e do tipo III, com
PBS (j). Anticorpo anti-Decorina foi diluido a 1/400.
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Nos resultados obtidos por imunohistoquimica, ndo se observaram diferencgas, entre o controle
(PBS) e 0 CD147, nos endométrios de éguas com diferentes graus de endometrose. Como
demonstrado na figura 3, ndo se registou qualquer tipo de marca¢do-do CD147, mesmo com
diferentes diluicdes do anticorpo e endométrios de égua com diferentes tipos de graus de
endometrose. Pode-se verificar também a grande marcagdo com o DAB em compara¢do com

a hematoxilina, o que nos deu um mau contraste (figura 3 a,b).

WENG G B T A e Funs e

Figura 3. Imagens de imunohistoquimica de endométrios do tipo I incubados com anticorpo
anti-CD147 diluido a 1/50 (a) e a 1/100 (b); do tipo I, com PBS (¢), do tipo III, com CD147
diluido a 1/50 (d) e do tipo III, com PBS (e).
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Foi feito também um ensaio para identificar o Colagénio do tipo I (COL1) e do tipo III
(COL3) em tecidos de endométrio de éguas com diferentes tipos de grau de endometrose
(Figura 4). No entanto, os resultados obtidos ndo nos permitem afirmar que a marcacao obtida
¢ especifica, uma vez que a marcacdo evidenciada nos endométrios incubados com os
anticorpos anti-COL1 (Figura 4 a,e,i) e anti-COL3 (Figura 4 b,f) ndo ¢é diferente daquela

obtida com a IgG (Figura 4 c,g,j) e ha presenca de marcagdo em zonas com tecido destruido.

Figura 4. Imagens de imunohistoquimica de endométrio de égua incubados com anticorpos
anti-colagénio (COL). Endométrios do tipo ITA, com COL1 (a), do tipo IIA, com COL3 (b),
do tipo IIA, com IgG (¢), do tipo IIA, com leite (d), do tipo IIB COL1 (e), do tipo IIB, com
COL3 (f), do tipo IIB, com IgG (g), do tipo IIB, com leite (h), do tipo III com COLI1 (i), do
tipo III com IgG (j), tipo III, com leite. Anticorpos anti-COL1 e anti-COL3 foram diluidos a
1/250.
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4.2 Western blot

Por Western-blot, pretendeu-se avaliar a presenca da expressao proteica do CD147, da
Decorina, do colagénio do tipo I e da a-SMA em extratos proteicos de endométrios com

diferentes lesoes de inflamagao ¢ fibrose.

Relativamente ao CD147, ndo foi possivel a sua identificagao no endométrio da égua, porque
o anticorpo utilizado no estudo imunohistoquimico s6 permite a detecao de proteinas nativas e
os extratos proteicos de endométrio usados nos ensaios de western-blot foram extraidos com
um tampao que provocou a desnaturacao das proteinas. Por motivos financeiros ndo nos foi

possivel adquirir outro anticorpo.

Também ndo nos foi possivel identificar a presenga de Decorina no endométrio da égua.
Embora em algumas amostras das membranas incubadas com esse anticorpo (Figura 5), nos
aparecesse uma banda (38kDa) compativel com a sua presenga nos endométrios do tipo I e
III, verificou-se que as proteinas identificadas nessas bandas, por espectrometria de massa por
MALDI-TOF/TOF, realizada na Unidade de Espectrometria de Massa (UniMS), ITQB/iBET,

nao correspondiam a Decorina.

Tipo de
endométrio 1l II 11 III I I I I I

75 kDa
63 kDa

48 kDa
’ 35 kDa

Figura 5. Membrana de western-blot apos incubagdo com anti-corpo anti-Decorina.

Na figura 6 podemos verificar que embora exista uma tendéncia para a expressao de COL1
aumentar a medida que as lesdes no endométrio aumentam, ndo foram detetadas diferencas
significativas na intensidade da banda de COL1 (banda num peso molecular de 126 kDa)

entre os diferentes tipos de endométrios (P > 0.05).
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Figura 6. Expressao proteica relativa do colagénio do tipo I (COL1) em extratos proteicos de
endométrios saudaveis (tipo I) e com diferentes graus de inflamagao e fibrose (tipo II e III).
Histogramas correspondem a imagens densitométricas do COL1 normalizadas com a B-actina.
Barras correspondem a valores médios + desvio padrdo. UA-unidades arbitrarias. Painéis
superiores ilustram bandas representativas obtidas no western blot.

Também ndo foram encontradas diferencas significativas na intensidade da banda a-SMA
(banda num peso molecular de 42 kDa) entre os diferentes tipos de endométrios (P > 0.05),
embora pela andlise da Figura 7, a expressdo desta proteina, caracteristica da atividade dos
miofibroblastos responsaveis pelo desenvolvimento de fibrose, tenda a ser mais elevada nos

endométrios do tipo II e III, do que nos endométrios saudaveis.
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Figura 7. Expressao proteica da a-actina do musculo liso (a-SMA) em extratos proteicos de
endométrios saudaveis (tipo I) e com diferentes graus de inflamacao e fibrose (tipo II e III).
Histogramas correspondem a imagens densitométricas de a-SMA normalizadas com a [-
actina. Barras correspondem a valores médios + desvio padrdo. UA-unidades arbitrarias.
Painéis superiores ilustram bandas representativas obtidas no western blot.

A grande variabilidade (desvios padrdo muito elevados) na expressdo proteica da a-SMA
registada nas amostras dos endométrios do tipo II e III da égua, pode estar relacionada com o
facto de umas lesdes poderem ser do tipo ativo (em que os miofibroblastos proliferam e

predominam) e outras do tipo inativo (Hoffman et al., 2009; Masseno, 2010).
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I11. Trabalho experimental 2 - Avaliacao da qualidade do sémen de cavalo

de raca Garrana, apos preservacio

1. Objectivos

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do sémen de cavalo de raga Garrana, apds
congelagdo por diferentes métodos. Pretendeu-se estudar o efeito de dois diluidores de
congelacdo diferentes (Gent® e BotuCrio®), dois tempos de centrifugaciao (10 e 20 minutos)

e da utilizacdo de um meio de centrifuga¢do do sémen (Centrifugation Cushion for Semen®).

2. Revisao bibliografica

2.1 Anatomo-fisiologia do aparelho reprodutor do garanhio

O aparelho reprodutor masculino compreende 2 testiculos, localizados na regido inguinal e
envolvidos pelo escroto, um sistema de canais excretores (canais rectos, canais eferentes,
epididimo, canal deferente e a uretra), glandulas sexuais anexas (glandulas vesiculares ou
vesiculas seminais, prostata e glandulas bulbouretrais) e o pénis (Silva, 2009). Os testiculos
produzem os espermatozdides (células reprodutoras) e a testosterona (hormona sexual
masculina). O escroto cobre os testiculos e estd envolvido na manutengdo de uma temperatura

mais baixa que a temperatura corporal, ideal a produ¢do dos espermatozoéides.

Cada testiculo ¢ formado por tubos seminiferos, rodeados por uma capsula fibrosa, a
albuginea, e pelas células de Leydig, que segregam a testosterona. Os espermatozodides
passam para o epididimo através dos ductos eferentes, neste sofrem um processo de
maturacdo, indispensavel para adquirem a capacidade de fecundarem o 6vulo. Os ductos
deferentes sdo tubos musculares que no momento de ejaculagdo, impulsionam os
espermatozodides desde o epididimo até a uretra prostatica. As glandulas sexuais acessorias do
macho sdo as ampolas dos ductos deferentes, vesiculas seminais, prostata, e as glandulas
bulbouretrais. Estas glandulas segregam uma grande parte do liquido seminal, ou sémen,
indispensavel como meio de transporte, nutricdo e protecdo dos espermatozoides contra o

excesso de acidez do ducto genital feminino (Silva, 2009; Brinsko et al., 2007).

O pénis € o 6rgao masculino da copula, sendo composto maioritariamente por tecido eréctil, e
inclui a parte extrapélvica da uretra. Esta apoiado pela fascia do pénis e a pele, e a sua parte
pré-escrotal estd inserida numa bolsa cutanea, o prepticio. Pode ser dividido em raiz, corpo e
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glande. O pénis consiste essencialmente de dois corpos erécteis, 0 corpo cavernoso € 0 corpo
esponjoso, constituidos principalmente por tecido elastico e muscular. A erecao peniana deve-
se a penetragdo de maior quantidade de sangue pelos troncos arteriais, que leva ao aumento do
tamanho e rigidez do Orgdo, e também a contragdio do musculo eretor do pénis

(isquiocavernoso) (Silva, 2009).

2.2 O sémen equino

O sémen ¢ constituido por espermatozodides e liquido seminal. A cor normal deve ser um
branco-acinzentado-opalino (Mandal, 2019), o pH deve variar entre os 7.2 ¢ 7.7 (McCue,

2014).

O plasma seminal ¢ o conjunto de fluidos produzidos pelas vesiculas seminais, prostata,
testiculos, epididimo e pelas glandulas bulbouretrais e que ¢ expelido na ejaculagdo com a
funcdo de transportar e fornecer substratos metabolicos para os espermatozoéides, permitindo
assim a maturacdo espermatica (Brinsko et al., 2007). O sémen contém &cido citrico,
aminoacidos, frutose, enzimas, fosforilcolina, prostaglandina, potassio e zinco (Mandal,
2019). Contudo a sua composicao ¢ variavel entre os reprodutores, podendo ser benéfico ou
nocivo a qualidade do sémen (Almeida, 2006). Assim ¢ necessario remové-lo de modo a

aumentar o tempo de viabilidade de sémen refrigerado (Brinsko ez al., 2000).

Os espermatozdides, sao produzidos nos testiculos e cada espermatozdide contém metade do
codigo genético do cavalo. Quando este se une com um 6vulo, que contém também metade
dos cromossomas, o resultado ¢ um zigoto contendo toda a informacdo hereditdria. Os
espermatozodides sdo constituidos por uma cabeca e um flagelo, o qual se divide em pega
intermédia, pega principal e peca terminal. Na cabeca encontra-se o nucleo, com o material
genético e o acrossoma. O movimento dos espermatozédides nas vias genitais masculinas sao
completamente passivos, pois a atividade propria s6 se manifesta apds se misturar com as
secrecOes das glandulas sexuais acessorias, no momento da ejaculagdo. A duragdo do tempo
de fertilidade dos espermatozdides nas vias genitais femininas ¢ de aproximadamente 72

horas (Silva, 2009).
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2.3 Obtencao do sémen

O sémen pode ser colhido pela maioria dos garanhdes no chdo ou num tronco de salto, usando
uma vagina artificial, apds estimulacdo sexual. Certas situagdes como doenca ou falta do
tronco de salto requerem que a colheita seja feita com os garanhdes no chdo. Embora existam
varios tipos de vaginas artificiais, as que t€m melhores resultados tanto para a estimulacao do
cavalo como para melhor conservagdo do sémen ejaculado, sdo as aquecidas. A presenca de
uma fémea em estro ¢ o mais facil para estimular o garanhdo, alguns garanhdes também
apresentam ere¢ao em resposta a égua independentemente da fase do seu ciclo éstrico em que
se encontrem. Alguns garanhdes também aprendem a responder sem a presenga da égua,
usando apenas a urina de uma égua em cio. O treino do cavalo para as colheitas ¢ essencial

para esta ser bem-sucedida (Forne e McDonnell, 1999).

2.4 Conservacio do sémen

A criopreservagao do sémen tem como objetivo manter a integridade e a viabilidade celular
ap6s submeter as células a baixas temperaturas (Cavalcante et al., 2006). Na fertilidade do
sémen congelado estdo envolvidas diferentes etapas, tais como a colheita de sémen, a sua
dilui¢do, centrifugacdo, refrigeracdo, desidratagdo, congelamento e o descongelamento do

sémen, que podem interferir com a integridade e viabilidade dos espermatozoides.

Os meios diluidores contém varios componentes que atuam na manutencao da atividade
metabolica dos espermatozoides, na estabilizacao do pH do meio, na prote¢do contra o choque
térmico, na estabilidade do equilibrio eletrolitico e osmotico, na inibicdo de proliferacao

bacteriana, no fornecimento de energia, entre outros (Furst, 2006; Lorenzoni, 2010).

Nos estudos com meios diluidores para refrigeracdo um fator de destaque € a incorporacao de
colesterol na membrana plasmatica dos espermatozoides através do complexo de inclusdo
com ciclodextrina (White, 1993), obtendo-se melhor cinética espermatica e integridade da

membrana (Combes et al., 2000).

Os meios diluidores comerciais sao baseados em leite desnatado e gema de ovo, mas cada um
tem componentes diferentes. O Spervital® sé tem o glicerol como crioprotetor. O Equiplus®
contém proteinas definidas e altamente purificadas produzidas em lotes padronizados e

apresenta caseina retirada do leite, o que protege a membrana espermatica e pode ou ndo ter
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antibioticos que controlam a propagagdo de bactérias. Ja o INRA96® contém caseina do leite,

antibidticos e fungicida.

Nos meios de dilui¢do para a congelagdo, o fator de destaque sdo os crioprotetores. Estes
ligam-se as moléculas de agua alterando o seu ponto de fusdo, removendo os nucleos de
cristalizagdo ndo permitindo que se formem os cristais de gelo responsaveis pela crioinjuria.
Os crioprotetores mais usados em equinos sao o glicerol, o etilenoglicol, o dimetilsufoxido, a

metilformamida e amidas (Squires et al., 2004; Alvarenga et al., 2005).

Existem diversas técnicas para concentrar os espermatozoéides do ejaculado (pellet) e por sua
vez ser possivel retirar o plasma seminal (sobrenadante). A técnica mais comumente usada ¢ a
centrifugacdo. No entanto, ¢ necessario ter especial atencdo a forca e ao tempo de
centrifugacdo, uma vez que estes tém alguns efeitos desfavoraveis na qualidade do sémen, tais
como diminuir a taxa de mobilidade e provocar danos na morfologia de espermatozoides
(Sieme et al., 2003; Dell” Aqua et al., 2001). Segundo Dell’aqua et al. (2001), o tempo ¢ a
forga de centrifugacdo que apresenta melhores taxas de recuperagdo espermatica ¢ de 600 g
durante 10 mi. O uso de uma forca e um tempo maior que o devido pode levar a um
compactamento muito grande do pellet o que leva a uma pior taxa de recuperagdo
espermatica. Meios a base de iodixanol (denominados de cushion), mais densos que os
diluidores permitem o uso de forcas de centrifugacdo mais elevadas sem haver o
compactamento do pellet. O cushion, coloca-se no fundo do tubo que vai a centrifugar e
funciona como uma almofada que reduz o dano mecanico aos espermatozoéides (Ecot ef al.,

2005; Knop et al., 2005; Sieme et al., 2005).
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3. Materiais e métodos

Este estudo foi realizado no laboratorio de Reprodu¢do Animal Dr. Franga Martins, da Escola
Superior Agraria de Coimbra (ESAC).

3.1 Colheita e processamento do sémen

Foram obtidos quatro ejaculados de um garanhao da raga Garrana, com 10 anos de idade. A
recolha foi efetuada pelo método de vagina artificial (modelo Hannover), sobre um manequim

(tronco de salto), na presenca de uma égua em cio imobilizada num tronco de contengao.

Ap0s a colheita, o sémen foi filtrado num recipiente colocado em banho maria a 37° C,
avaliado (quanto ao volume, cor, concentracdo, mobilidade, vitalidade e morfologia
espermatica) e diluido com um diluidor a base de leite (Spervital®- EVD+; ref.: 2 EVDP K5
101218UB1220) para centrifugacao. A propor¢ao de diluidor utilizada foi a necessaria para

obter uma concentracgio de 400x10° espermatozoides moéveis/ml.

Ap6s a diluicdo, o sémen foi transferido para 8 tubos cénicos de pléstico de 15 ml. De modo a
testar a influéncia do tempo de centrifugagdo e um meio de centrifugacdo para sémen
(Centrifugation Cushion for Semen®; Ref. 022109, Imv technologies), 4 tubos foram
centrifugados a 1700 g durante 10 min, em 2 dos quais foi introduzido 0,5 ml de cushion e

outros 4 foram centrifugados a 1700 g durante 20 min, 2 dos quais com 0,5 ml de cushion.

Apo6s centrifugagdo, a almofada de cushion foi removida com cuidado, de modo a ndo
perturbar o sedimento, utilizando um cateter de perfusdo endovenoso (G20 O1,0 x 32mm,;
3,3cm comprimento; Ref.: 9009451, Henry Schein Inc., NY, USA). O sobrenadante foi
retirado para tubos devidamente identificados. No sobrenadante procedeu-se a avaliagdo da

mobilidade, concentracao, vitalidade e morfologia espermatica.

Aos sedimentos dos espermatozoides foram adicionados dois diluidores diferentes: um a base
metilformamida e glicerol (BotuCrio® - BTC 025; Ref.: 025BTCYJ30) e outro a base de
glicerol (Gent® - Minitube; Ref.: 13571/0100) diluido numa propor¢ao de 1:1, com o diluidor
de refrigeracao (Spervital®). Os sedimentos de sémen centrifugados sem cushion, durante 10
minutos e os centrifugados durante 20 minutos, foram diluidos com Iml de Gent + 1ml de
Spervital ou com 2ml de Botucrio. Aos centrifugados durante 10 e 20 min com cushion,
foram adicionados os mesmos diluidores. Desta forma, cada ejaculado foi submetido a oito

tratamentos diferentes, de acordo com o esquematizado na Figura 8.
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% Tubos de sémen, sem cushion, centrifugados durante 10 min, foi adicionado:
¢ 1ml de Gent + Iml de Spervital (GSC10)
¢ 2ml de BotuCrio® (BSC10)
Tubos de sémen, com cushion centrifugados durante 10 min, foi adicionado:
e 1ml de Gent + 1ml de Spervital (GCC10)
¢ 2ml de BotuCrio® (BCC10)
%+ Tubos de sémen, sem cushion, centrifugados durante 20 min, foi adicionado:
¢ 1ml de Gent + Iml de Spervital (GSC20)
e 2ml de BotuCrio® (BSC20)
* Tubos de sémen, com cushion, centrifugados durante 20 min, foi adicionado:
e 1ml de Gent + Iml de Spervital (GCC20)
¢ 2ml de BotuCrio® (BCC20)
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Figura 8. Esquema dos oito tratamentos realizados em cada ejaculado.

Ap6s diluicao foi avaliada a mobilidade, concentragdo, vitalidade e morfologia.

O sémen foi posteriormente acondicionado em palhetas de 0,5mL (Ref.: 13408/3140,
Minitube, Gmbt, Germany) as quais foram colocadas num tabuleiro de inox e arrefecidas a
4°C, durante 30 min. Para o congelamento, as palhetas foram submetidas a vapores de azoto
liquido durante 10 min, utilizando para o efeito uma caixa de esferovite com uma camada de 5
cm de azoto liquido e posicionado o tabuleiro com as palhetas a uma altura de 5 cm do nivel

do azoto, sendo posteriormente mergulhadas diretamente no mesmo.

As palhetas de sémen foram armazenadas num contentor de azoto liquido, a -196°C, tendo
sido descongeladas, em banho maria a 37°C, durante 1 minuto, para avaliagdo da mobilidade,

concentragdo, vitalidade e morfologia espermatica.

3.2 Avaliacao do sémen

No sémen em natureza foi efetuado um espermograma sumario, tendo sido avaliado o aspeto,

cor, volume, concentracdo, mobilidade, vitalidade e morfologia espermatica.

Na analise quanto ao aspeto/cor, a cor pode variar de branco, branco leitoso, branco-pérola,

branco-rosado.

O volume de ejaculado foi avaliado com uma proveta volumétrica graduada aquecida.
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A concentragdo do sémen em fresco foi obtida por medi¢do da absorvancia de sémen (diluido
a 1/40, numa solucao de formaldeido) num fotocolorimetro (A= 546 Nm) e confirmada por

contagem manual dos espermatozoides na camara de Neubawer.

A mobilidade foi avaliada num microscopio Optico, com platina aquecida a 37°C, apos
observacao de 2 gotas de sémen colocadas entre lamina e lamela. Foi feita uma avaliacdo dos

espermatozéides com um movimento retilineos.

A vitalidade foi avaliada num microscopio otico, em esfregacos realizados com uma gota de
sémen e uma gota de eosina-nigrosina. Foi efetuada a contagem dos espermatozodides vivos,
que nao ficam corados com a eosina mantendo-se incolores e dos mortos, que ficam corados

com uma Cor rosa.

Na avaliagdo morfologica dos espermatozoides foram utilizados os esfregacos de esoina-
nigrosina, tendo-se efetuado num microscopio Optico, a contagem dos espermatozdides sem
anomalias e daqueles com anomalias nas trés partes do espermatozoide, cabeca, segmento

intermédio e pega principal.

No sémen diluido antes da congelagdo, depois de descongelado e no sobrenadante, foi feita
avaliacdo da vitalidade, mobilidade, morfologia e da concentragdo. Para calcular a
concentracdo dos espermatozoides nestas fragdes foi efetuada a contagem manualmente dos

mesmos na camara de Neubawer.

3.3 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a uma analise estatistica descritiva. Na analise dos dados
foi ainda feita uma andlise de Variancia para medidas repetidas, seguida do teste de
Bonferroni para comparac¢des multiplas. Foi utilizado o software GraphPadPrism 6.0 (Graph
Pad Software Inc., USA). Foram considerados estatisticamente significativos valores com P <

0,05.
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4. Resultados e discussao

Na tabela 1, estdo representados os valores médios e respetivos desvios-padrdes dos
parametros seminais relativos as quatro colheitas de sémen em estudo, bem como os valores
considerados normais em cavalos de médio porte (peso vivo 500-500kg) e usados como

referéncia no Laboratério de Reprodugdo Animal, da ESAC.

A correta avaliacdo do volume de ejaculado associada a concentracdo espermatica ¢ um pré-
requisito para o calculo do niimero total de espermatozodides por ejaculado, sendo este tltimo
um fator determinante do numero de doses para inseminagao artificial que se conseguem obter
(Axe et al., 2000). Pela analise da tabela 1 podemos verificar que dos parametros estudados,
apenas o volume de sémen (25+7,07 ml) se encontra fora dos valores considerados normais
para esta espécie animal, tendo este variado entre 32 ml e os 18 ml. No entanto, os valores
usados para comparar o volume de sémen, sdo valores referéncia para cavalos de médio porte
(peso vivo 500-550kg). Sabe-se que cavalos com tamanho corporal menor, o tamanho dos
testiculos também ¢ menor (Paccamonti et al, 1999) e que o volume testicular estd
correlacionado com a producdo de esperma (Picket et al., 1987). Sendo o sémen em estudo
proveniente de um de cavalo de pequeno porte (raga Garrana: peso vivo 300-350kg), o

volume de sémen ejaculado poder-se-a considerar normal para esta raga.

Tabela 1. Resultados da analise do sémen em natureza.

Valores Sémen em

Parametro .
normais natureza

Volume (ml) 30-160  25+7,07
Vitalidade (%) >60 80,5+8,19
Concentracao (espermatozoides/ml) 100-200 217,3+24,32
Mobilidade (%) >60 73,75+11,09
Espermatozéides sem anomalias (%) 80 93,25+1,26
Espermatozoides com anomalias (%) 20 6,75+1,26
Espermatozoides com anomalias na Cabeca (%) 4 2,25+¢0,5
Espermatozoides com anomalias na Peca Intermédia (%) [ 2,25+0,5
Espermatozoides com anomalias na Peca Principal (%) 13 2,25+0,96

Valores apresentados correspondem a média + desvio padrdo. Valores normais usados como referéncia no

Laboratorio de Reproducdo Animal, da ESAC.
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A percentagem de espermatozodides vivos foi avaliada nos diferentes tratamentos e em
momentos separados, ou seja, foram avaliados no sémen diluido depois de centrifugado e
antes do congelamento (SD), depois de descongelar (SC) e no sobrenadante (SN). O valore
médio e desvio padrdo da vitalidade dos espermatozdides nas trés fragdes de sémen

resultantes dos oito tratamentos efetuados, estdo representados na tabela 2.

Nao se registaram diferencas entre tratamentos na vitalidade dos espermatozoides em cada
fragdo de sémen estudada. No entanto, comparando os resultados obtidos no sémen diluido
antes do congelamento (SD) e depois de descongelado (SC) podemos verificar uma
percentagem de espermatozoides vivos significativamente maior na primeira fracao (P < 0.01)

em todos os tratamentos estudados.

Embora ndo significativa, a centrifugagdo do sémen durante 20 min parece ter um efeito
deletério na vitalidade apos descongelagdo, uma vez que com a % de espermatozoides vivos
pos descongelacao (SC) foi maior no sémen centrifugado durante 10min, independentemente
do tipo de diluidor utilizado, exceto quando o cushion foi adicionado ao Botucrio, onde esta
almofada parece ter tido um efeito protetor dos espermatozoides. Nos tratamentos com Gent

sem cushion a vitalidade foi maior do que com o uso de cushion.

No sobrenadante resultante da centrifugacdo do sémen, apesar os diluidores usados, Gent ou
Botucrio, nao terem tido qualquer influéncia, parece haver uma tendéncia para que com o
Gent, a centrifugacdo durante 10 minutos ser mais favordvel a sobrevivéncia dos SPZ.
Também no sobrenadante parece haver uma tendéncia para o cushion ter tido um efeito
protetor dos espermatozoides, uma vez que a % de espermatozdides vivos € sempre mais

elevada nos grupos GCC10, GCC20, BCC10 e BCC20.
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Tabela 2. Vitalidade (%) do sémen diluido antes do congelamento (SD), p6s-congelamento

(SC) e do sobrenadante (SN), nos diferentes tratamentos estudados.

Tratamento s sCc SN
GSC10 79+11,28" 44.25+8 34° 81,5+1,92
GSC20 80,25+10,37°  35,25+18,89" 62,25+12,45
GCC10 82,75+8,73"  38,25+19,57° 82,5+7,14
GCC20 82,25+12,04°  34,75+17,35° 80,5+7,55
BSC 10 74.25+7,63°  34+13,56 74.2546,75
BSC20 80+17,45° 2525+11,9° 74+7 35
BCC10 75,549,747°  24,5+8,54° 81,75+11,15
BCC20 83,5+3,69" 42,5423,69° 79,25+8,22

GSC 10- Gent, sem cushion, 10 min de centrifugagdo; GSC 20- Gent, sem cushion, 20 min de centrifugacao;
GCC 10- Gent, com cushion, 10 min de centrifugacdo; GCC 20- Gent, com cushion, 20 min de centrifugacéo;
BSC 10- Botucrio, sem cushion, 10 min de centrifugacdo; BSC 20- Botucrio, sem cushion, 20 min de
centrifugacdo; BCC 10- Botucrio, com cushion, 10 min de centrifugacdo; BCC 20- Botucrio, com cushion, 20
min de centrifugagdo. Valores apresentados correspondem a média = desvio padrdo. Letras iguais na mesma

linha indicam diferengas significativas entre as fra¢des do sémen estudadas (a=P < 0,01; b=P < 0,00=1).

A concentracdo dos espermatozdides foi avaliada no sémen diluido depois de centrifugado e
antes do congelamento (SD), depois de descongelar (SC) e no sobrenadante (SN). Os valores

médios e respetivos desvios padrao obtidos estdo representados na tabela 3.

No sémen antes do congelamento (SD) ndao houve diferencas significativas entre os
tratamentos, embora pareca existir uma tendéncia para uma diminui¢do do niimero de SPZ/ml
quando o cushion ¢ utilizado. No entanto, quando o sémen ¢ centrifugado durante mais tempo

(20 min), o uso de cushion (GCC20 e BCC20) parece aumentar a concentracao espermatica.

Analisando o sémen depois de descongelado (SC) a concentracao entre tratamentos foi muito
diferente entre elas. Verificou-se a existéncia de diferencas significativas entre os seguintes
tratamentos: GSC10 e GCC10 (P < 0,05), GSC20 e BCC10 (P < 0,05), GCC20 e BSC10(P <
0,05), BSC20 e BCC10 (P < 0,05), nos tratamentos GSC10 ¢ BCC10 (P < 0,01), GCC10 e
BSC10 (P < 0,01), BSC10 e BCC10 (P < 0,01). De uma forma geral a utilizagdo de cushion
no sémen centrifugado durante 10 minutos parece estar relacionada com concentragdes de

espermatozdides mais baixas.
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No sobrenadante (SN) embora ndo tenha existido diferengas significativa entre tratamentos,
parece haver uma tendéncia para uma maior concentracdo de espermatozoides no
sobrenadante quando se utiliza o cushion, independentemente do tempo de centrifugagao. Nao

se verificou qualquer efeito do tempo de centrifugagdo sobre este parametro.

Tabela 3. Concentragdo (%) do sémen diluido antes do congelamento (SD), pos-

congelamento (SC) e do sobrenadante (SN), nos diferentes tratamentos estudados.

Tratamento SD SC SN
GSC10 320,5+199,5 414,5+144,8%° 38,5+13,89
GSC20 305,3+107,4 391,5+106,4° 41,5+25,79
GCC10 233,54+82,53 270+80%° 57,75+16,38
GCC20 252+112,2 310+100° 60+17,2
BSC 10 302,8+166,8 442 5+144,5% 39,25+17,88
BSC20 274+75,49 388,5+88,37¢ 39,25+17,42
BCC10 202,8+69,16 256,5+73""% 60,5+33,88
BCC20 284,5+116,1 351,8+165,8 56,75+24,38

GSC 10- Gent, sem cushion, 10 min de centrifugacdo; GSC 20- Gent, sem cushion, 20 min de
centrifugacdo; GCC 10- Gent, com cushion, 10 min de centrifugagdo; GCC 20- Gent, com cushion, 20
min de centrifugagdo; BSC 10- Botucrio, sem cushion, 10 min de centrifugagdo; BSC 20- Botucrio,
sem cushion, 20 min de centrifuga¢do; BCC 10- Botucrio, com cushion, 10 min de centrifugacéo;
BCC 20- Botucrio, com cushion, 20 min de centrifugagdo. Valores apresentados correspondem a
média + desvio padrdo. Letras iguais correspondem a diferencgas significativas entre tratamentos (a, c,

e, g- P<0,05;b,d, - P<0,01).

A mobilidade progressiva dos espermatozoides foi igualmente avaliada no sémen diluido
depois de centrifugado e antes do congelamento (SD), depois de descongelar (SC) e no

sobrenadante (SN). Os dados da média e desvio padrao obtidos estdo representados na tabela

4.

Neste parametro ndo se observou nenhum efeito significativo do tempo de centrifugacao,
diluidor de diluidor de congela¢do e no uso de cushion nas diferentes fracdes de sémen

estudadas (P > 0,05).

No sémen diluido depois de centrifugado e antes do congelamento (SD), existe uma tendéncia

para nos tratamentos com 10 minutos de centrifugacdo existirem melhores resultados do que
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os de 20 minutos, sendo a associacdo de 10 minutos de centrifugagdo com chusion o
procedimento que resultou numa maior taxa de mobilidade dos SPZ. Quando o sémen ¢
centrifugado durante 20 minutos, parece existir uma tendéncia para a utilizacdo de cushion ter
um efeito benéfico na mobilidade dos espermatozoides (P=0,085), apresentando os grupos
GCC 20 (78,75%6,29%) e BCC 20 (77,5£8,66 %) uma % de SPZ mdveis superior aos GSC 20
(55+29,72%) e BSC 20 (61,25423,23 %)).

No sémen descongelado (SC), embora ndo sem significincia estatistica, os tratamentos em
que o Gent foi utilizado como diluidor, a centrifugacdo a 10 minutos apresenta resultados de
mobilidade mais elevados do que a de 20 minutos, ndo se verificado nenhuma agdo benéfica

do cushion.

Tabela 4. Mobilidade (%) do sémen diluido antes do congelamento (SD), po6s-congelamento

(SC) e do sobrenadante (SN), nos diferentes tratamentos estudados.

Tratamento SD SC SN
GSC10 71,25+£27,8 23,75+7,5 68,75+8,54
GSC20 55+29,72 16,25+16,01 67,55
GCC10 81,25+8,54 22,5+10,41 71,25+8,54
GCC20 78,75+6,29 18+£10,92 63,75+12,5
BSC 10 73,75+€11,09 23,75+11,09 63,75+11,09
BSC20 61,25+23,23 23,75+11,09 62,5+£17,08
BCC10 83,75+4,79 18,75+6,29 61,25+6,29
BCC20 77,5+8,66 22,75+18,08 58,75+17,5

GSC 10- Gent, sem cushion, 10 min de centrifugagdo; GSC 20- Gent, sem cushion, 20 min de centrifugacao;
GCC 10- Gent, com cushion, 10 min de centrifugacdo; GCC 20- Gent, com cushion, 20 min de centrifugacio;
BSC 10- Botucrio, sem cushion, 10 min de centrifugacdo; BSC 20- Botucrio, sem cushion, 20 min de
centrifugacdo; BCC 10- Botucrio, com cushion, 10 min de centrifugacdo; BCC 20- Botucrio, com cushion, 20

min de centrifugagdo. Valores apresentados sdo média + desvio padréo.

O total de espermatozodides sem anomalias morfoldgicas foi avaliado no sémen diluido depois
de centrifugado e antes do congelamento (SD), depois de descongelar (SC) e no sobrenadante

(SN). Os dados da média e desvio padrao obtidos estdo representados na tabela 5.

No sémen diluido depois de centrifugado e antes do congelamento (SD) e no sémen

descongelado (SC), ndo se verificaram diferencas significativas entre os tratamentos (P >
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0,05).  No entanto, no sobrenadante (SN), a maior percentagem de espermatozodides
morfologicamente normais foi registada no tratamento BSC 10, tendo esta sido
significativamente diferente dos tratamentos GSC 10 (P < 0,05), GCC 10 (P <0,01) e BCC 10
(P < 0,01), sem que isto se tenha traduzido numa diminui¢cdo dos SPZ sem anomalias no

sedimento

Tabela 5. Total de espermatozoides sem anomalias morfoldgicas (%) do sémen diluido antes
do congelamento (SD), pds-congelamento (SC) e do sobrenadante (SN), dos diferentes

tratamentos estudados.

Tratamento SD SC SN
GSC10 93,75+1,26 94+(,82 93,75+0,5 °
GSC20 94,25+2,22 93,75+1,5 94,5+1,30
GCC10 94.25+1,26 93,75+0,5 94,25+0,50 °
GCC20 940,82 93+1,41 93,5+1,29
BSC10 94,25+1,26 93,5+1,29 95,5+0,58 % ¢
BSC20 94+1,41 93,5+10 95,00+0,82
BCC10 93,75+0,96 93,75+1,89 93,5+0,58 ©
BCC20 93,75+0,96 94,25+0,50 94,75+0,50

GSC 10- Gent, sem cushion, 10 min de centrifugagdo; GSC 20- Gent, sem cushion, 20 min de centrifugacao;
GCC 10- Gent, com cushion, 10 min de centrifuga¢ao; GCC 20- Gent, com cushion, 20 min de centrifugacao;
BSC 10- Botucrio, sem cushion, 10 min de centrifugacdo; BSC 20- Botucrio, sem cushion, 20 min de
centrifugacdo; BCC 10- Botucrio, com cushion, 10 min de centrifugacdo; BCC 20- Botucrio, com cushion, 20
min de centrifugagdo. Valores apresentados sdo média + desvio padrdo. Letras iguais correspondem a diferengas

significativas (a, c- P<0,01; b- P<0,05).

O total de espermatozdides com anomalias morfolégicas foi igualmente avaliado nas trés
fracdes de sémen em estudo, cujos valores médios e desvios padrao sdo apresentados na
tabela 6. Tal como o verificado no parametro anterior, s6 se registaram diferengas
significativas entre tratamentos no sobrenadante. Nesta fracdo, foi no tratamento BSC10 que
se verificou uma menor percentagem de espermatozdides com anomalias morfologicas
(4,5+£0,58%), a qual foi significativamente diferente da dos tratamentos GSC10 (6,25+0,5; P<
0,05), GCC20 (6,5+1,29; P< 0,01) e BCC10 (6,5+0,58; P< 0,01), mas sem que isso se tenha

repercutido num aumento do n°® de SPZ com anomalias no sedimento.
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Tabela 6. Total de espermatozoides com anomalias (%) do sémen diluido antes do
congelamento (SD), pods-congelamento (SC) e do sobrenadante (SN), dos diferentes

tratamentos estudados.

Tratamento SD SC SN
GSC10 6,25+1,26 6+0,82 6,25+0,5%
GSC20 5,75+2,22 6,25%1,5 5,5+1,29
GCC10 5,75+1,26 6,25+0,5 5,75+0,5
GCC20 6+0,82 7+1,41 6,5+1,29°
BSC 10 5,75+1,26 6,5+1,29 4,5+0,58""°
BSC20 6+1,41 6,5+1 5+0,82
BCC10 6,25+0,96 6,25+1,89 6,5+0,58°
BCC20 6,25+0,96 5,75+0,5 5,25+0,5

GSC 10- Gent, sem cushion, 10 min de centrifugacdo; GSC 20- Gent, sem cushion, 20 min de centrifugacéo;
GCC 10- Gent, com cushion, 10 min de centrifugacdo; GCC 20- Gent, com cushion, 20 min de centrifugacéo;
BSC 10- Botucrio, sem cushion, 10 min de centrifugacdo; BSC 20- Botucrio, sem cushion, 20 min de
centrifugagdo; BCC 10- Botucrio, com cushion, 10 min de centrifugacdo; BCC 20- Botucrio, com cushion, 20
min de centrifugacdo. Valores apresentados correspondem a média + desvio padrdo. Letras iguais correspondem

a diferengas significativas (a- P<0,05; b, c- P<0,01).

Foi igualmente objeto de estudo a localizacdo da sede das anomalias morfologicas dos
espermatozdides no sémen diluido depois de centrifugado e antes do congelamento (SD),
depois de descongelar (SC) e no sobrenadante (SN). Os dados dos valores médios e respetivos
desvios padrdo das anomalias ao nivel da cabega, da peca intermédia e da peca principal estdo
representados na tabela 7. Podemos verificar a inexisténcia de qualquer efeito significativo
dos diluidores de congelacao (Gent® e BotuCrio®), dos tempos de centrifugagao (10 e 20

minutos) e do uso de cushion em todas as fracdes de sémen em estudo.
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Tabela 7. Espermatozoides com anomalias na cabeca (%), na peca intermédia (PI) (%) e na

peca principal (PP) (%) do sémen diluido antes do congelamento (SD), pds-congelamento

(SC) e do sobrenadante (SN), dos diferentes tratamentos estudados.

Trata SD SC SN
mento

Cabeg PI PP Cabega PI PP Cabega PI PP
a
e UN 2108 2+0 225+0,5 1,7540,5 240  225£0,5 2+0 225405 240

OO 154126 241,16 2,25+0,9¢ 1,75+1,26 2.25+( 2,25+0,5 2+1,16 1,25+0,9¢ 2,25+0,5
GCC1 1,50,5¢ 2,25+0,; 2+0,82  2,25+0,5 240 240 2,51 1,5+0,58 1,75+0,5

GCC2 1,541,2¢ 240,82 2,5+0,58 2,25+0,5 240,82 2,75+0,9 2,75+1,5 1,75+0,5 2+0

BSC10 Rzl 1,541  225+0,5 1,75+0,5 2+0 2,75+0,9 1,25+0,5 1,25+0,9¢ 2+0
RO 175410 1,7540, 2,540,58 2,2540,5 240  225+0,5 1,5+1 20 1,5+0,58
BCC10 ERWATSIAI)) 2,540,58 2+0,82 2£L1€ 24141 240 2,25+0,5 2,25+0,5

BCC20 2+1,63  2+0,82 2,25+0,9¢ 2,25+0,5 240 240 1,75+£0,9¢ 1,5+0,58 2+0
GSC 10- Gent, sem cushion, 10 min de centrifugacdo; GSC 20- Gent, sem cushion, 20 min de
centrifugacdo; GCC 10- Gent, com cushion, 10 min de centrifugacdo; GCC 20- Gent, com cushion, 20
min de centrifugagdo; BSC 10- Botucrio, sem cushion, 10 min de centrifugagdo; BSC 20- Botucrio,
sem cushion, 20 min de centrifugacdo; BCC 10- Botucrio, com cushion, 10 min de centrifugacédo;
BCC 20- Botucrio, com cushion, 20 min de centrifugagdo. PI- pe¢a intermédia; PP- Pega principal.
Valores apresentados correspondem a média & desvio padrio.
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IV. Conclusao

Nos estudos imunohistoquimicos ndo nos foi possivel detectar a presenga do CD147 e as
marcagdes que nos pareciam demonstrar a presenca de decorina, demonstraram-se
inespecificas quando usdmos a IgG. Como ndo obtivemos marcacdes usando este método nao
nos € possivel tirar ilagdes relativamente a sua presenca no endométrio das éguas e ao seu

envolvimento na formacao de endometrose.

Através do método de western blot ndo obtivemos marcagdes especificas da decorina.
Podemos notar um aumento da expressdo de Col 1 e de a-SMA com o maior grau de lesdes
do endométrio, o que nos leva a concluir que a presenca destas proteinas esta relacionada com

o desenvolvimento desta doenca.

No estudo do processamento para criopreservagcdo de sémen de Garrano podemos concluir
que a centrifugacdo durante 10 minutos e o uso de cushion resulta em melhores taxas de

mobilidade e vitalidade.

Tal como era espectavel, a criopreservacdo dos espermatozodides traduziu-se numa menor
percentagem de SPZ vivos, independentemente do processamento utilizado. De uma forma
geral a utilizagdo de cushion no sémen centrifugado durante 10 minutos parece estar
relacionada com concentragdes espermaticas mais baixas no sémen depois de descongelado.
Embora no sémen centrifugado durante 10 min, sem cushion, e diluido com Botucrio, origine
um maior nimero de células morfologicamente normais € um menor nimero de células com
anomalias no sobrenadante, isto nao teve repercussdao sobre do numero de células
morfologicamente normais ou com anomalias no sedimento de espermatozoides que ird

posteriormente ser usado na preparacao de doses para inseminagao artificial.

Embora sejam necessarios realizar mais ensaios, com um maior numero de individuos de raga
Garrana e com um maior nimero de ejaculados, os resultados obtidos neste estudo, apesar de

ndo terem existido diferencas significativas, parecem indicar-nos o seguinte:

i.  No sémen antes de congelar a centrifugacdo durante 10 minutos, parece originar
melhores taxa de mobilidade;
ii.  No sémen antes de congelar parega existir uma tendéncia para uma diminuicdo do

numero de espermatozoides/ml quando o cushion ¢é utilizado;
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iii.

1v.

vi.

A centrifugagdo do sémen durante 20 min parece ter um efeito nocivo sobre a
vitalidade dos espermatozoides apos descongelacao, independentemente do tipo de
diluidor utilizado;

Nos tratamentos com Gent, a centrifuga¢do durante 10 minutos, parece originar uma
percentagem de espermatozoides vivos e modveis mais elevados no sémen apos
descongelagdo, sem cushion a vitalidade foi maior do que com o uso de cushion;

a associacdo de cushion, centrifugagdo durante 20 min e Botucrio, parece ter um efeito
protetor da vitalidade dos espermatozoéides apds a descongelagio;

A utilizagdo de cushion parece ter um efeito benéfico sobre a mobilidade dos

espermatozdides em ambos os tempos de centrifugacao estudados.
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