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“Thoughts become things. If you can see
it in your mind... you can hold it in your hand.”

- Bob Proctor
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Resumo

Este trabalho divide-se em dois pontos importantes: implementagdo e validagao
de técnicas inovadoras para avaliacao da viabilidade espermatica.

Congelar sémen epididimal consiste num método eficaz e pratico para preservar
material genético. O epididimo, sendo um reservatdrio de sémen, abre uma possibilidade
de aplicacdes praticas.

A comercializagdo de sémen refrigerado tem vindo a aumentar de forma
significativa, portanto, todos os aspetos relacionados com esta, nomeadamente novas
formas de avaliar a viabilidade celular de sémen refrigerado, sdo de extremo interesse
cientifico. O PrestoBlue ¢ considerado um reagente de acdo rapida e foi o reagente
escolhido para este ensaio.

Em termos de viabilidade foram testados seis Puros Sangue Lusitanos de idades
distintas e apenas dois Warmblood, procedendo a recolha de sémen com vagina artificial
e posterior avaliagao.

O sémen obtido da cauda do epididimo apos a orquiectomia fisica, submetido a
congelacdo, apresentou caracteristicas de motilidade semelhante ao sémen obtido por
recolha de sémen. O sémen congelado apds tratamento de castracdo quimica, apresentou
caracteristicas de motilidade semelhantes ao sémen de garanhdes que ndo sofreram
castragdo quimica, apesar de se terem verificado alteracdes fisicas resultantes do mesmo.
O PrestoBlue apresenta-se como um reagente fidvel para futuros estudos de viabilidade

espermatica em condic¢des de refrigeracao.

Palavras-chave: Garanhdo, castracdo, sémen, epididimario, viabilidade,

Prestoblue.
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Abstract

This work was divided in two important points: implementation and validation of
innovative techniques for evaluating sperm viability.

Freezing epididymal semen is an effective and practical method to preserve
genetic material. The epididymis, being a reservoir of semen, opens up a possibility of
practical applications.

The commercialization of refrigerated semen has been increasing significantly,
therefore, all aspects related to it, namely new ways to assess the cell viability of
refrigerated semen, are of extreme scientific interest. PrestoBlue is considered a fast-
acting reagent and was the reagent of choice for this assay.

In terms of viability, six Puro Sangue Lusitano of different ages and two
Warmbloods were tested, proceeding to the collection of semen with an artificial vagina
and subsequent evaluation.

The semen obtained from the tail of the epididymis after physical orchiectomy,
submitted to freezing, showed similar motility characteristics to the semen obtained by
semen collection (e.g. mobility = 35%). The frozen semen after chemical castration
treatment presented motility characteristics similar to the semen of stallions that did not
undergo chemical castration, despite the physical alterations resulting from it. PrestoBlue
presents itself as a reliable reagent for future sperm viability studies under refrigerated

conditions.

Key words: Stallion, orchiectomy, semen, epididymal, viability, Prestoblue.
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1. Introducao

A reproducdo nos equinos tem uma enorme interven¢do médico-veterindria em
Portugal ¢ no mundo. A base para um bom acompanhamento reprodutivo ¢ o
conhecimento da anatomia e fisiologia animal, indispensavel para uma avaliagao objetiva
e eficaz para cada caso em concreto. Esta espécie apresenta sazonalidade reprodutiva,
associada a dias de maior fotoperiodo. Durante as estacdes mais quentes verifica-se um
aumento no tamanho e peso testicular, aumento na producdo de espermatozoides,
producdo de fracdo gelatinosa das glandulas vesiculares, libido e concentragdo plasmatica
de diversas hormonas (Bettencourt et al, 2018). Deve-se ao facto de existirem alteragdes
na secre¢do da hormona luteinizante (LH) e da hormona foliculo-estimulante (FSH) e
também alteragdes no comportamento sexual. Este fotoperiodo ¢ mediado pela
melatonina, que ¢ produzida durante a noite e, como tal, diminui nas fases de fotoperiodo
crescente, levando a um periodo de maior atividade reprodutiva (Bettencourt et al, 2018).
A prolactina também influéncia a atividade reprodutiva, pois ¢ produzida pela pituitaria,
que esta associada ao aumento da exposicao a luz (Bettencourt et al, 2018).

O Puro Sangue Lusitano, montado ha 5 mil anos, ¢ o cavalo de sela mais antigo
do mundo e também o mais procurado 14 fora: cerca de 80% dos Puro Sangue Lusitano
criados em Portugal sdo exportados para Espanha, Europa do Norte, América Latina e
Asia. Os restantes 20% ficam em Portugal (Rodrigues, 2018).

A congelagdo de sémen epididimal consiste num método eficaz e bastante pratico
para preservar o material genético de um garanhdo. De acordo com alguns relatos (Morris,
2002; Monteiro et al., 2011), confirmam-se gestacdes e/ou nascimentos resultantes de
Inseminacao Artificial (IA) com a utiliza¢do de sémen epididimal, o que comprova a sua
capacidade fertilizante.

O epididimo e os vasos deferentes armazenam um importante numero de
espermatozoides férteis. Este reservatorio de sémen abre uma vasta possibilidade para
aplicacdes na pratica, como por exemplo, quando ¢ necessaria a castragdo de um garanhao
e/ou quando por motivos imprevisiveis, um garanhdo tenha que ser eutanasiado
subitamente. Gracas a esta técnica, ainda que de forma limitada, ¢ possivel recuperar

algum potencial genético do garanhdo (Roels et al. 2013).
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A utilizagdo e comercializagdo de sémen refrigerado, em varias espécies
zootécnicas e nomeadamente nos equinos, tem sofrido um enorme aumento € expansao
nas ultimas duas décadas. Neste sentido, todos os aspetos relacionados com esta técnica,
desde novos diluidores, novas formas de expedi¢do do sémen e novas formas de avaliar
a viabilidade celular do sémen refrigerado, assumem-se como temas que em toda a
comunidade cientifica e industria equina, merecem uma atengao especial.

No dia-a-dia dos centros de reprodugdo equina, dispersos particularmente pelos
continentes americano e europeu, a viabilidade celular do sémen ¢ aferida e avocada de
acordo com um valor médio da mobilidade dos espermatozoides, entre a mobilidade
massal e a mobilidade individual. Por toda a academia e veterinarios de campo, sdo
identificados motivos de insuficiente acuidade deste parametro, e repetidamente sdo
identificados casos de garanhdes com “boa mobilidade”, mas fracas taxas de fertilidade
e por outro lado, garanhdes com mé mobilidade de sémen, mas boas taxas de fertilidade.

Como tal, torna-se importante implementar e validar técnicas inovadoras para a
avaliagdo da viabilidade celular em condi¢cdes de refrigeracdo, neste caso de
espermatozoides. O PrestoBlue ¢ um reagente utilizado para a determinacdo da
viabilidade celular in vitro, utilizado noutros tecidos (Boncler et al, 2014, Xu et al, 2015,

Lall et al, 2013, Nowak et al 2020).

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Desenvolver conhecimentos e aperfeicoar a técnica de conservagao de sémen
epididimario de garanhao sujeito a orquiectomia fisica;

2. Avaliar a qualidade do sémen epididimario obtido de garanhdes previamente
submetidos a castragdo quimica;

3. Avaliar a técnica do PrestoBlue, como técnica fidvel para avaliar a viabilidade

celular do sémen equino em condig¢des de refrigeragao.
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2. Revisao Bibliografica

2.1.  Anatomia e Fisiologia

2.1.1. Egua

O cavalo ¢ um animal poliéstrico sazonal e a sua ciclicidade sexual (época
reprodutiva) manifesta-se em determinada altura do ano. No hemisfério norte acontece
durante a primavera e verdo. Esta sazonalidade ¢ controlada pelo fotoperiodo. Contudo,
podem existir excegdes e algumas éguas podem manter a sua €poca reprodutiva ao longo
do ano, particularmente em Portugal, que ndo se encontra muito afastado da linha
equatorial e especialmente se submetidas a uma fonte de iluminagdo artificial, como € o
caso dos animais estabulados (Equitacdo Magazine, 2017). Dado que ¢ uma gestacao
longa, cerca de 11 meses, os poldros irdo evitar o frio do inverno e encontrar assim
melhores condi¢des ambientais para o seu desenvolvimento nos primeiros tempos de vida
(Silva, 2009).

Na égua, a reproducao constitui um processo complexo em que todo o organismo
desempenha um papel fundamental. O aparelho reprodutor ¢ responsavel pelo ciclo
éstrico, comportamento sexual da égua e controlo da gestacdo, do nascimento e da
lactagdo (Silva, 2009).

O aparelho reprodutor compreende os ovarios, as trompas de Falopio, o ttero, a
vagina e a vulva. O ovério expulsa o 6vulo para as trompas de Falopio, que depois ¢é
levado até ao corno uterino, onde ocorre a fecundacao. No tutero, o dvulo fecundado
transforma-se em embrido e, posteriormente, em feto (Silva, 2009).

A égua atinge a puberdade entre os 10 e os 24 meses, ou seja, ¢ o periodo em que
os o6rgdos reprodutivos se tornam funcionais (Silva, 2009).

O Ciclo éstrico ¢ o periodo compreendido entre a ovulagcdo de um foliculo maturo
até a ovulagdo do foliculo maturo seguinte. O ciclo éstrico da égua dura, de forma geral,

21 a 22 dias (podendo variar entre os 18 e os 24 dias), compreendendo as seguintes fases:
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e Proestro: Periodo de preparagdo durante o qual os foliculos aumentam de
tamanho, as paredes vaginais tornam-se mais espessas € o utero aumenta
as suas secre¢des mucosas.

e Estro: Periodo de cio e de recetividade da fémea para com o macho, que
dura em média 5 dias, mas tem grandes variagdes individuais. A ovulacao
da-se 24 a 48 horas antes do final do estro.

e Metaestro: Formacao do corpo luteo.

e Diestro: De aproximadamente 14 dias e corresponde ao periodo de

atividade latea antes do préximo estro. (Silva, 2009)

2.1.2. Garanhao

O garanhdo (cavalo macho ndo castrado), apesar das suas carateristicas sexuais
variarem ao longo do ano, nunca deixa de produzir espermatozoides e ndo perde a sua
capacidade de ejacular durante todo o ano. Este animal deve produzir sémen de
qualidade, livre de agentes infeciosos para o trato reprodutivo da égua, dai o recurso a
Inseminacdo Artificial (IA) para diminuir contagio de doencas sexualmente
transmissiveis, no sentido de poder fertilizar um niimero considerdvel de fémeas por
época de reprodugdo (Sepulveda & Pequito, 2017).

~ 9

Considera-se “bom garanhao” aquele capaz de engravidar mais de 75% das éguas
(por cobricdo natural ou IA) numa determinada época reprodutiva. Normalmente os
garanhdes devem-se encontrar separados das éguas, pois podem adotar comportamentos
agressivos durante a época de reproducgdo (Sepulveda & Pequito, 2017).

A funcdo reprodutiva do macho € produzir espermatozoides para posteriormente
depositar no interior da fémea. Os espermatozoides sdo produzidos nos tibulos
seminiferos dos testiculos e transportados através da rete testis para o epididimo, onde
sdo armazenados para amadurecerem (Aidar, 2013).

A fisiologia reprodutiva do garanhdo ¢ bastante complexa e inclui diversas
estruturas: o hipotalamo, hipéfise, glandula pineal, 6rgdo de Jacobson e testiculos. No
hipotalamo acontece o primeiro estimulo hormonal no ciclo reprodutivo do garanhio. E
através deste que ocorre a libertagdo da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH),
que age na hipofise anterior, regulando a producdo e libertagio da hormona

gonadotrofina, da hormona luteinizante (LH) e a hormona foliculo-estimulante (FSH),

que irdo atuar nas células dos testiculos regularizando a espermatogénese (Aidar, 2013).
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A FSH atua sobre as células de Sertoli e regula a produgdo de proteina ligadora
de androgenos, estrogénios, fatores de crescimento, inibia e ativina. Estes sdo
componentes importantes para a producdo de espermatozoides. A inibina e ativina
relacionam-se com o processo de feedback do FSH, regulacdo do fluido seminifero
tubular, manutencdo da barreira hematotesticular ¢ do desenvolvimento das células

germinativas essenciais para a espermatogénese (Aidar, 2013).

A LH atua sobre as células de Leydig dos testiculos, promovendo o estimulo para
a producdo de hormonas esteroides, como a testosterona, a diidrotestosterona e
estrogénios, que regulam a espermatogénese, as glandulas acessorias e a manutengdo da

libido sexual (figura 1).

A espermatogénese ¢ todo o processo envolvente a transformagao das células do
epitélio germinativo. Ocorrem mitoses e meioses durante o processo de forma progressiva

(Aidar, 2013)

Sistema

H Células Testosteron Reprodutor
Leydig a e outros

— v orgaos
Hipotalam GNnRH :IF?(O ise
° nterior Espermatogen

Inibina

Células ese
FSH
Sertoli -

Figura 1- Grdfico resumo das hormonas do garanhdo. Fonte: propria, 2020
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2.1.3. Testiculo

O testiculo, gonada masculino, que tem como funcdo a producio de gametas, o
espermatozoide (funcdo exdcrina) e produgdo de testosterona (fungdo endocrina),
apresenta uma forma ovalada, ligeiramente achatado na lateral e o seu eixo mais longo ¢
o horizontal. Como medida padrdo, variam entre 80-140 mm de comprimento e 50-80
mm de largura, estas medidas podem ser influenciadas pela idade do animal e também
pela época do ano (Bettencourt et al, 2018).

O testiculo ¢ dividido por septos concéntricos que vao formar numerosos lobulos.
Ao centro, os septos retinem-se para formar o mediastino do testiculo. Em cada 16bulo
testicular existem cerca de 2-4 tubos (seminiferos) bastante enovelados que podem atingir
alguns metros de comprimento (1-3m). Os tubos seminiferos terminam-se nos canaliculos
retos. Estes, por processo de anastomose, dando origem aos ductos eferentes. Estes,
convergem e formam o epididimo. A partir deste momento, as vias espermaticas ja se

encontram fora do testiculo (Bettencourt et al, 2018).

2.1.4. Epididimo

No epididimo (figura 2) existem 13 a 15 ductos eferentes que se fundem na cabega
do epididimo, dando origem a um unico ducto, o epididimal, que atravessa a cabeca,
corpo e cauda (Roels et al. 2013).

A medida que os espermatozoides passam pelo epididimo, eles amadurecem e
ganham a capacidade de fertilizacdo ao entrar na cauda do epididimo (Roels et al.2013).

O epitélio do epididimo possui capacidades absortivas e secretoras que promovem
alteracdes nas células espermaticas, que ird resultar na sua maturagdo, durante o transito
das células espermaticas pelo epididimo (Bergstein- Galan et al, 2018).

Os espermatozoides extragonodais que se encontram em reserva, localizam-se na
cauda do epididimo, bem como no ducto deferente, que contem 62% e 7% das reservas
totais de espermatozoides, respetivamente (Roels et al.2013).

As condi¢des existentes e especificas da regido da cauda mantém os
espermatozoides maduros e num estado calmo. Durante a ejaculag@o, hd uma mistura com

o plasma seminal, ou seja, a atividade metabdlica dos espermatozoides aumenta levando
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assim a uma reducdo da sua expetativa de vida. Pode existir um total de 15 a 25 bilhdes
de espermatozoides a ser recolhidos por par de epididimos (Roels et al.2013).

Existe uma pequena diferenca a nivel de motilidade total e progressiva, que sao
semelhantes ou por vezes ligeiramente mais altas no sémen ejaculado fresco do que no
sémen epididimal fresco. J4 a nivel da motilidade progressiva esta pode ser claramente

diminuida/ausente no sémen epididimal (Roels et al. 2013).

Vas deferens

Cauda epididymidis

Corpus epididymidis

Figura 2-Diferentes regioes anatomicas do epididimo e ducto
deferente (Roels et al. 2013).

2.2. Castracdo Equina

Esta pratica, para além de ser utilizada para obter um controlo nos
comportamentos tendencialmente agressivos do garanhdo, pode também ser utilizada
para esterilizar animais com valor genético inferior. Ao suprimir a secre¢ao de hormonas,
o animal ird acalmar naturalmente e evitar montas indesejaveis (Felicio et al, 2017).

Animais inteiros podem manifestar comportamentos mais perigosos,
especialmente para com pessoas com menos experiéncia em maneio equino,

principalmente em animais com problemas comportamentais (Felicio et al, 2017).
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Por isso, a orquiectomia consiste num dos procedimentos cirlirgicos mais
comumente praticados em equinos. Apesar de se tratar de um procedimento simples e de
rotina, o potencial para complicagdes ¢ elevado (Felicio et al, 2017).

A intervencdo deve ser realizada por médicos veterindrios habilitados e por isso,
sdo realizadas diversas técnicas cirtirgicas e anestésicas com a finalidade de minimizar as
complicacdes pos-operatorias e os custos com o procedimento, principalmente quando ¢
realizado em animais com baixo potencial genético e consequentemente menor valor
comercial (Felicio et al, 2017).

As varias complica¢des que podemos encontrar neste procedimento, vao desde
hemorragias, edemas escrotais, infecdo nas incisdes, peritonite, trauma peniano, etc
(Felicio et al, 2017).

Esta cirurgia pode e deve ser utilizada como fim terapéutico em casos de animais
que apresentem hérnias testiculares, hidrocelo, varicocelo, tumores testiculares, tor¢ao do
funiculo espermatico e orquites (Felicio et al, 2017).

A castracdo pode ser realizada numa clinica veterindria ou nas instalagdes do
proprietario, consoante preferéncia e disponibilidade. A primeira hipdtese ¢
tendencialmente preferivel, pois caso ocorra uma complica¢do do procedimento, existe
uma maior facilidade em agir. Mas também acarreta alguns inconvenientes,
principalmente os encargos financeiros acrescidos e o stress causado ao animal devido ao
transporte do mesmo e a alteragdo temporaria do meio ao qual estd habituado (Felicio et

al, 2017).

2.3. Biotecnologia do sémen equino

Todos os métodos adotados na industria equina tém como objetivo reduzir os
custos de producdo e selecdo de animais reprodutores com genética superior, pois a
produtividade ¢ essencial para obter resultados econdmicos positivos. Sdo de extrema
importancia as biotecnologias do sémen para se conseguir maximizar o uso de garanhdes,
prevenir a propagacao de doengas, diminuir barreiras geograficas e aumentar sobretudo a

longevidade do sémen (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).
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2.3.1. Sémen Refrigerado

Um dos principais objetivos da refrigeracdo de espermatozoides ¢ diminuir o
metabolismo celular, que consequentemente vai diminuir a formacao de produtos toxicos
originarios do catabolismo, diminuindo assim os danos causados as células. Quando
existe uma diminuicdo da temperatura em 10°C acontece uma quebra de 50% no
metabolismo celular. Espermatozoides mantidos a 5°C apresentam 10% do metabolismo
inicial (38°C), ap6s a ejaculacdao. Quando ha redug¢do do metabolismo hd um aumento da
longevidade dos espermatozoides, conseguindo taxas de conce¢do semelhantes as do
sémen fresco (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

Enquanto que a diminui¢do da temperatura aumenta a longevidade do sémen, uma
queda repentina na temperatura pode levar a mudangas na estabilidade da membrana
plasmatica do sémen (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

Numa primeira fase, o sémen que se encontra a 37°C passa para a temperatura
ambiente, 0 que ndo se trata de uma diminui¢cdo muito critica. Porém, se a amostra se
encontrar a uma temperatura menor que 20,7°C, os lipidos da membrana do
espermatozoide mudam do estado liquido-cristalino para um gel, que irdo dar resultado a

cadeias de acidos gordos.

Esses danos s3ao conhecidos Modifications in the membrane fluid
mosaic organization in fast cooled

como “choque frio” (figura 3) e podem

ser identificados quando existe uma Wormel Membrene
R @R cele .l. X
observagdo de um padrdo anormal de A
movimento, diminuicdo da motilidade L T T———
R T T T = Y =S o ' - e e
espermatica, dano na membrana e perda ‘

sesesesscs s lcecesen

de componentes intracelulares. E

importante ter em atencdo as curvas de | cocoooo e eee -

refrigeracdo especificas para evitar o 3

danos irreversiveis a célula (Monteiro 9000w O 2 hacacacaeacs
® e e

& Sancler-Silva, 2018).

aimesadway

Figura 3-Modificagées na organizacdo do mosaico fluido

da membrana lipidica, quando acontece arrefecimento rapido

(Monteiro & Sancler-Silva, 2018).
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Como afirma Bruemmer (2006), o transporte deve ser feito através de dispositivos
de refrigeracdo passivo devidamente projetado para o envio de sémen refrigerado e
encaminhados para o laboratorio responséavel e apropriado para a sua andlise.

Os sistemas passivos utilizam expansores que contém lipidos, colesterol e
lipoproteinas para minimizar possiveis danos celulares. Diversos extensores tém sido
desenvolvidos de forma a maximizar a longevidade do sémen, protegendo os
espermatozoides e prolongar a sua sobrevivéncia, a temperaturas de 4°C e 8°C e sdo

baseados em leite desnatados e glicose (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

2.3.2. Sémen Criopreservado

A criopreservagao de sémen consiste em armazenar o sémen a — 196°C (em azoto
liquido) para estagnar o metabolismo espermatico, aumentando assim a longevidade
celular (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

Esta técnica apresenta diversas vantagens, pois otimiza o uso do garanhdo,
resultando num maior niimero de descendentes com alto valor genético. Permite a
preservacgdo do material genético por tempo ilimitado, reduz custos e os riscos envolvidos
no transporte animal, diminui¢do da propagacdo de doengas, elimina barreiras
geograficas e permite o uso de garanhdes incapacitados (Monteiro & Sancler-Silva,
2018).

Na espécie equina, esta técnica tem sido limitada pela diminui¢do da capacidade
de fertilizagdo do sémen apds o descongelamento em alguns garanhdes, ou seja, ¢
necessario a monitorizagao do ciclo éstrico da égua (Monteiro & Sancler-Silve, 2018).

Podem também existir alguns fatores individuais e raciais relativamente a
resisténcia dos espermatozoides a congelacdo, ou seja, a biotecnologia do sémen torna-se
bastante varidvel entre garanhdes. Estes podem ser considerados como “mau freezer”
(mau congelador) ou “bom freezer” (bom congelador), de acordo com as caracteristicas
de motilidade espermatica apds descongelagdo (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

Um mau freezer apresenta uma mobilidade progressiva apds o descongelamento
menor ou igual a 35% em trés ou mais ejaculados, numa amostra de dez ejaculados.

Um bom freezer apresenta uma mobilidade progressiva apds o descongelamento

maior que 35%, ou seja, sdo resistentes a criopreservagao.
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Para além das diferencas individuais de cada garanhdo, existem muitos outros
fatores que podem afetar o sucesso da IA, como por exemplo, o processamento, o diluidor
utilizado, o sistema de armazenamento, o protocolo de descongelacdo e o tempo de
inseminagdo (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

Para contrariar esses fatores prejudiciais, tém sido feitas diversas modificagdes
nos protocolos a fim de melhorar os resultados. As modificagdes podem consistir, no uso
de diferentes extensores, como por exemplo adi¢ao de diferentes crioprotetores. Deve-se
também ajustar o protocolo utilizado na descongelacdo (Monteiro & Sancler-Silva,
2018).

Este processo de congelacdo de sémen comega com a recolha do mesmo. De
seguida, remove-se a fracdo de gel por filtracdo, adiciona-se diluidor a base de leite
desnatado e posteriormente retira-se o plasma seminal (por filtragdo ou por
centrifugacdo). Adiciona-se um diluidor especifico para congelar (com crioprotetores) e
o sémen ¢ colocado em micropalhinhas de 0,5 mL. As palhinhas sdo colocadas no
frigorifico a 5°C durante 25 minutos e por fim colocam-se sobre os vapores do azoto, a 5

cm da linha do proprio azoto, durante 10 minutos (figura 4).

Freezing stallion semen

Sémen collection

Addition of skim milk-
based extender

RE] » o™
\V/
zo"::er::":apor ‘ Cooling at Packing into 0.5 mL straws

§°C for 20 min

Figura 4-Breve resumo de um protocolo manual da congelagio de sémen
(MONTEIRO & Sancler-Silva, 2018).

Existem diversos diluidores no mercado, cada um deles com especificidades e
protocolos diferentes, mas todos t€ém o mesmo objetivo de equilibrar o pH do sémen
(efeito tampao), neutralizando produtos toxicos do metabolismo espermatico, protegendo

o esperma do choque térmico, mantendo o equilibrio eletrolitico e osmoético e assim
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inibindo o crescimento bacteriano e fornecer energia ao esperma. S3o compostos de
tampdes, de crioprotetores ndo penetrantes (lipoproteinas e di ou trissacarideos), fonte de
energia (monossacarideos), crioprotetores intracelulares (glicerol e amidas) (Monteiro &
Sancler-Silva, 2018).

Os crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes sdo essenciais para a
criopreservacao, evitando assim a formacao de cristais de gelo, dentro e fora da célula.
Promovem também o efeito osmético, induzindo a desidratagdo dos espermatozoides,
algo fundamental para a sua sobrevivéncia (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

O processo de congelacdo comega com a refrigeracdo do sémen a temperatura
ambiente (em torno dos 20°C) para 5°C (temperatura do frigorifico). Nesta faixa de
temperatura a membrana plasmatica muda do estado liquido-cristalino para um estado em
gel, o que o torna mais suscetivel aos danos causados por stress térmico. Como
consequéncia pode haver uma diminuicdo da motilidade e da fertilizagdo. Para tentar
contrariar esse efeito, adiciona-se diluidores com crioprotetores. A refrigeracdo deve ser
lenta o suficiente para que ocorra de forma correta a desidrata¢do celular para evitar a

formagao de cristais de gelo intracelulares (figura 5) (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

. ) Gelo
. — S— 4 3
e M) a0 —
- W\_-*-‘
S‘/——:' o Y i
Gelo X Gelo

Figura 5-Canais ndo congelados, demonstrando a formagdo de gelo
(Aidar, 2013)

Por outro lado, deve ser rapida o suficiente para evitar a exposi¢ao prolongada dos
espermatozoides a solu¢des hipersaturadas do ambiente extracelular (Loomis et al, 2007).
Entre os 15°C negativos e os 60°C negativos ocorre a congelacdo completa dos

espermatozoides, acaba a atividade metabdlica e as células permanecem inativas. Feita
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esta etapa, as palhinhas s3o imersas em azoto liquido (que se encontra a -196°C) por
tempo ilimitado, até serem usadas (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

O resultado final ¢ observado aquando a descongelagdo da palhinha, que deve
manter uma curva compativel a curva utilizada na congelagdo. Caso a curva de
congelagdo tenha sido lenta, a curva de descongelacao deve ser lenta também para que os
cristais de gela extracelulares descongelem, causando dilui¢ao dos solutos e promovendo
a reidrata¢do celular lenta. O protocolo mais comumente usado ¢ o de 37°C por 30
segundos, pois ndo leva a desnaturagdo dos componentes do esperma caso se ultrapasse

o tempo de exposi¢do (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

24. Sémen Epididimario

Existem diversos acontecimentos que podem encerrar de forma prematura a vida
reprodutiva de um garanhdo. Morte subita, lesdo grave, castracdo, processos obstrutivos
ou qualquer outro evento que possa impedir a colheita de sémen e/ou acasalamento do
animal. Como j4 foi referido anteriormente, uma coleta final de espermatozoides pode ser
realizada de maneira a preservar o valor genético do animal. Por conta disso, sdo
desenvolvidos diversos estudos sobre a preservacdo de sémen epididimario para uso
futuro, de maneira a evitar perdas genéticas. Esses estudos descrevem algumas técnicas
de colheita de esperma epididimal (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

Em equinos, os espermatozoides epididimarios tém se mostrado resistentes a
criopreservacao viabilizando assim o uso de animais ja aposentados ou mesmo falecidos,
como ja foi referido anteriormente (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

Virios métodos de recuperagdo de espermatozoides epididimarios tém sido
utilizados em equinos. Estes, podem ser divididos em recuperacdo de esperma “in vivo”
e “in vitro” (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

“In Vivo” consiste na observacao feita imediatamente apos a coleta, conservando-
se todas as caracteristicas vitais do objeto em estudo. Por outro lado, “in vitro” consiste
em processos realizados fora do sistema vivo, em ambiente controlado e fechado
(laboratdrios p.e.) (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

Neste caso em especifico, as técnicas mais utilizadas sao “in vitro”, e em particular

os métodos de flotagdo e fluxo retrogrado (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).
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Para objeto de estudo, os epididimos podem ser coletados por meio de castragao
de rotina. Em caso de eutandsia (e se esta for inevitavel), sera preferivel realizar a
castracdo antes da injecdo dos compostos, uma vez que podem interferir com a qualidade
do sémen (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

E de extrema importancia que o epididimo e canais deferentes se encontrem
intactos de forma a minimizar a perda de espermatozoides. Na impossibilidade de realizar
a castragdo proxima ao laboratorio, o material de estudo deve ser colocado num
equipamento de refrigeracdo passivo. Esta refrigeracdo dos epididimos € necessaria para
preservar a viabilidade e a fertilidade dos espermatozoides (Monteiro & Sancler-Silva,
2018).

Ao chegar ao laboratorio, disseca-se o epididimo do testiculo, para se proceder a
coleta dos espermatozoides com as técnicas adequadas (Roels et al.). Ap6s a remogao do
epididimo, os espermatozoides permanecem vidveis até serem afetados pela
decomposicao do tecido (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

A viabilidade do esperma ¢ mantida por periodos mais longos quando o epididimo
¢ armazenado a 5°C. Caso o epididimo seja mantido em temperatura ambiente, podera
existir um declinio progressivo na qualidade do esperma, sobrevivendo até 24 horas apds

a orquiectomia (Monteiro & Sancler-Silva, 2018).

2.4.1. Criopreservacao de sémen Epidimario

A criopreserva¢do de sémen epidimario pode ser realizada de acordo com os
protocolos padrdo utilizados (K. ROELS et al.2013).

A capacidade destes espermatozoides em especifico tém de resistir a criogenia
estd diretamente relacionada com a capacidade que os espermatozoides ejaculados tém
de resistir ao criodano num determinado individuo. Apds descongelar as palhinhas,
normalmente ndo se observa diferengas entre a mobilidade total e progressiva do sémen
epididimal em comparagdo com o sémen ejaculado, isto quando se utiliza os diluidores
que funcionam melhor com o protocolo usado. Normalmente, quando ndo existem dados
sobre a capacidade de congelacdo do sémen de um garanhido em particular, utiliza-se o

diluidor BotuCrio® (Anexo 1) (Roels et al. 2013).
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2.5. Parametros a avaliar na qualidade dos espermatozoides

O processo de criopreservagao apesar de trazer imensas vantagens para a produgao
e reproducdo das mais variadas espécies, no entanto pode provocar danos estruturais as
células que por sua vez podem alterar os resultados da fertilizacdo (Melo-Maciel et al,
2012).

Sdo alguns os parametros a avaliar na qualidade dos espermatozoides antes de se
proceder a criopreservacao.

Numa avaliagdo imediata, observa-se o volume da amostra, cor, aspeto, odor,
motilidade e vigor. Quando se faz recolha de sémen com garanhdo, numa primeira fase
remove-se a fracdo de gel e de qualquer outra sujidade presente no ejaculado, portanto ¢
importante realizar a filtragdo apo6s a colheita. De seguida inicia-se a avaliacdo das

caracteristicas macroscoépicas (figura 6) (Oliveira et al, 2019).

Parametro Caracteristica

Imediato

e Expresso em mililitros (ml);
Volume e Varia consoante raca, idade e método de

coleta.

e Branco a acinzentado;

e Consoante o componente presente (sangue,
pus, urina e sujidades).

e Consisténcia normal aquosa, aspeto leitoso;

Densidade e Odor sui generis.

Figura 6-Quadro resumo dos parametros macroscopicos imediatos (Oliveira et al, 2019

Apos a avaliagdo macroscopica, inicia-se a analise microscopica com o auxilio do

microscopio 6tico (Oliveira et al, 2019)
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2.5.1. Motilidade

Apesar de ser considerado um parametro imediato, este ja requer uma apreciagao
mais técnica e precisa, com recurso a um microscopio otico. Utilizando uma lamina e
lamela pré-aquecidas e mantidas aproximadamente a 37°C, coloca-se uma gota de sémen.
Inicia-se a avaliagdo da motilidade espermatica com a objetiva de 10x.

A motilidade espermatica expressa-se em percentagem (0 a 100%) e € importante
para realizar uma estimativa da viabilidade espermatica, que consiste no nimero de

espermatozoides moveis (figura 7) (Oliveira et al, 2019).

Figura 7-Avaliagdo da motilidade espermadtica.
Fonte: Propria, 2020

Esta avaliacdo ¢ considerada uma analise subjetiva. Para uma avaliagdo objetiva
pode-se utilizar software especializado, como por exemplo, o Computer-Assisted sémen
analyses (Oliveira et al, 2019).

Nesta analise, podem existir diversos fatores que podem alterar a avaliagdo, tais
como a concentracdo no campo de visdo, o grau de contaminacdo do sémen, grau de

aglutinacdo e temperatura (Samper et al, 2009).
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2.5.2. Concentragdo

A concentragdo pode ser considerada um dos parametros mais importantes a
avaliar na qualidade do sémen, pois ira determinar se este terd qualidade suficiente para
ser utilizado em Inseminacao Artificial e se se encontra viavel para ser refrigerado e/ou
criopreservado. Através deste parametro ¢ também possivel determinar quantas éguas
poderao ser inseminadas com apenas um ejaculado.

A medicdo ¢ feita com auxilio de um espectrofotometro, fotocolorimetros ou
camara de Neubauer (Samper et al, 2009).

No laboratério de Reproducdo Animal da Escola Superior Agraria de Coimbra, é
possivel utilizar dois equipamentos para avaliar a concentragdo da amostra:
espetrofotometro e a Camara de Neubauer.

O espetrofotémetro ¢ um aparelho com capacidade de produzir uma luz
monocromatica, luz esta com um comprimento de onda, capaz de detetar de forma
sensivel a quantidade de luz absorvida por uma amostra a um dado comprimento de onda,
figura (REBELO et al, 2017)

A Camara de Neubauer (figura 8) foi desenvolvida para determinar a
concentracdo de células num volume especifico de uma solugdo. S3o constituidas
geralmente por uma lamina grossa de uso microscopico com uma profundidade

especifica.

Laminula

Figura 8-Camara de Neubauer. Fonte:
https://www.ufigs.br/labvir/material/contagem_celulas.pdf
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O centro, ¢ formado por duas cdmaras com linhas divididas em quadrantes de
dimensdes conhecidas, chamadas de malhas de leitura. Como se trata de um padrao de
quadrantes ¢ possivel visualizar a amostra no microscopio e realizar a contagem
determinando o numero de células presentes naquela determinada 4rea. Podem existir

dois desenhos da malha: Neubauer e Fuchs Rosenthal (figura 9) (Kasvi, 2017).

Fuchs Rosenthal Neubauer

Figura 9-Dois desenhos da malha. Fonte:
https://kasvi.com.br/como-e-realizada-contagem-de-celulas/

2.5.3. Vitalidade

A vitalidade do espermatozoide reflete-se na proporc¢ao de espermatozoides que
se encontram “vivos”. Esta, deve ser determinada em amostras de sémen com menos de
40% de espermatozoides moveis, com recurso ao corante eosina-nigrosina para
estabelecer a percentagem de espermatozoides vivos.

Esta técnica baseia-se no principio de que a membrana das células mortas se altera,
permitindo a infiltragdo da eosina na membrana, apresentando uma cor vermelha. Por
outro lado, uma célula viva ira excluir o corante. A nigrosina servird para conferir um
fundo escuro que facilitara a avaliacdo das laminas. Espermatozoides incolores sdo

considerados “vivos” (Samper, 2009).
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2.5.4. Morfologia

A morfologia dos espermatozoides consiste numa avaliagdo muito importante
para entender a saude reprodutiva de um garanhao.

A Minitube tem uma gama adequada a esta avaliagdo, a Spermac. Esta, consiste
numa coloragdo diagnostica de células de esperma de diferentes espécies animais,
incluindo espermatozoides humanos. A coloragdo ¢ usada para conferir uma distin¢ao
clara entre espermatozoides morfologicamente anormais e normais (Minitube, 2021).

Para este tipo de avaliag@o € necessario os quatro recipientes e uma tina de laminas

Coplin (figura 10).

Figura 10-Recipientes Spermac e tina de laminas Coplin. Fontes:
https://www.minitube.com/catalog/en/spermac-stain-kit-p1747/ e
https://www.minitube.com/catalog/en/dye-bath-coplin-p1754/?previous=1

Sao necessdrias cinco tinas para os cinco recipientes e uma ordem especifica. Em
primeiro lugar mergulha-se a lamina, 5 a 6 vezes, na tina com o Fixador e deixar escorrer
0 excesso. Repetir o mesmo processo nas restantes tinas, seguindo a ordem A, B e C.

No final, o objetivo ¢ obter uma lamina de cor verde palido transparente. Caso a
lamina apresente uma cor verde escura indica que o esfregaco secou demasiado antes de

se usar o fixador.
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2.6. Avaliacido da Morfologia do esperma de garanhdo

A avaliacdo da morfologia dos espermatozoides ¢ uma parte bastante importante
para a avaliagdo da saude reprodutiva de um garanhao. Estes, sdo selecionados com base
no seu pedigree, desempenho atlético ou outras carateristicas fenotipicas. Com as
mudangas na industria equina, estas indicam a importancia de avaliagdes mais criticas na
fertilidade tem vindo a aumentar. A avaliagdo da espermorfologia faz parte da avaliagao
da saude reprodutiva do garanhdo. O propoésito desta avaliacdo € identificar os animais
que podem ser incapazes de atingir niveis minimos especificos a nivel da fertilidade e/ou
alertar os proprietarios sobre potenciais problemas. O exame, ajuda a identificar possiveis
problemas que levam a uma fertilidade reduzida, de modo a recorrer a medidas que
podem maximizar a fertilidade do garanhdo. E de extrema importancia entender que o
objetivo principal desta avaliagdo ao sémen ¢ a identificagdo de ejaculados inférteis e
subférteis (Brito, 2007).

Um exame da morfologia do esperma por si s6 ndo pode justificar a afirmacao de
que a fertilidade potencial de um ejaculado ¢ alta, mas pode ser razoavel afirmar que a
fertilidade potencial ¢ baixa quando existe uma alta propor¢do de espermatozoides
anormais. A espermorfologia tem grande impacto na fertilidade em muitas espécies

(Brito, 2007).

2.6.1. Patogéneses dos defeitos do esperma

A espermatogénese ¢ o processo cronologico organizado que envolve
multiplicagdo e diferenciacdo de células germinativas no epitélio seminifero dos
testiculos, que ird resultar na formacdo de uma célula altamente especializada, o
espermatozoide (gameta masculino). A espermatogénese pode ser dividida em:

espermatocitogénese, meiose e espermiogénese, (figura 11).
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Fase Descricao

Proliferagdo ciclica da populacao de células-

|Deeiiiviniasiss tronco germinativas de espermatogonias por mitose
Db para produzir espermatocitos primarios € a0 mesmo
em garanhdes tempo renovar o seu proprio nimero e dar

continuidade a linhagem de células-tronco.

Meiose Formacgao de espermatdcitos secundarios e
Do b espermatides haploides a partir dos espermatocitos

em garanhdes primérios diploides.

Metamorfose de espermatides redondas
Espermiogénese haploides em espermatozoides maduros que t€ém
el bk uma pequena cabega plana com nticleo condensado
em garanhdes e uma vesicula especializada contendo enzimas e
uma cauda necessdria para a sua motilidade. Nao

envolve nenhuma divisdo celular.

Figura 11-- Quadro resumo das fases da espermatogénese (Brito, 2007)

A duragdo total da espermatogénese ¢ de 57 dias em garanhdes. Depois de
deixarem os testiculos, os espermatozoides sdo transportados através do epididimo onde
ira ocorrer a maturacdo final e os mesmos adquirem a capacidade fertilizante, um
processo que geralmente leva 9 a 14 dias a ocorrer. Assim, 0s espermatozoides que se
encontram presentes no ejaculado comegaram a ser produzidos 66 a 71 dias antes. A
espermorfologia ¢ o resultado de eventos que ocorreram nos Ultimos dois meses que
influenciaram a espermatogénese, o transporte e maturacdo do esperma através do
epididimo (Brito, 2007).

As formas mais brandas de degeneracao testicular ndo demonstram sinais muito
detetaveis nos testiculos, mas manifesta-se principalmente pelo aumento da producao de
espermatozoides anormais. As alteragdes na morfologia manifestam-se na ejaculacio

apos um intervalo que pode variar de acordo com a fase do desenvolvimento das células
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germinativas no determinado momento da ejaculacdo e o tempo necessario para que as
células danificadas sejam libertadas nos tibulos seminiferos e transportadas pelo
epididimo (Brito, 2007).

A espermatogénese normal em mamiferos escrotais depende essencialmente da
manuten¢do da temperatura testicular ideal, entre 3°C a 5°C abaixo da temperatura
corporal. As taxas metabolicas e a procura de oxigénio aumentam como resultado do
aumento da temperatura do testiculo. A artéria testicular longa e bastante enrolada
também limita o suprimento de sangue até aos testiculos. Como o sangue no testiculo ndo
aumenta (ou ndo aumenta o suficiente) para responder ao aumento da taxa metabdlica do
tecido aquecido, desenvolve-se hipoxia testicular que pode ser prejudicial a correta
producdo de espermatozoides (Brito, 2007).

A manutencdo de uma concentracdo adequada de testosterona intratesticular
também ¢ essencial para que ocorra uma espermatogénese normal. Uma desregulagdo
endocrina leva a diminui¢do da produgdo de testosterona e ird consequentemente levar a
um aumento de producdo de espermatozoides anormais. Entre alguns desreguladores
endocrinos mais comuns encontram-se: 0s cortisois, os esteroides anabolizantes € os
projestagénos. Essas hormonas podem inibir a GnRH, a LH e por fim a producao de
testosterona (Brito, 2007).

Algumas doengas, exercicios esgotantes, fadiga, mudangas drésticas a nivel de
nutricdo e maneio, mudancas de dominio social e transportes de longas distancias sdo
eventos que podem resultar em stress com o aumento da produgdo de cortisol e
espermatozoides anormais, embora este stress deva persistir por um longo periodo de
tempo suficiente para que a diminuigdo da concentracao de testosterona afete a qualidade
do sémen (Brito, 2007).

O tratamento de garanhdes com testosterona ou esteroides anabolizantes resulta
numa diminuicdo da secrecdo de LH, diminuicdo e atrofia das células de Leydig,
diminui¢do de enzimas esteroidogénicas testiculares e redugcdo da secrecdo de
testosterona, largura escrotal total, producdo de espermatozoides e percentagem de
espermatozoides normais (Brito, 2007).

Os progestagenos por vezes sao administrados em garanhdes para tentar suprimir
comportamentos ‘“‘agressivos”, muitas vezes comportamentos ditos normais de um
garanhdo, porém esses tratamentos podem interferir na producdo de esperma de uma

maneira bastante parecida aos esteroides anabolizantes (Brito, 2007).
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2.6.2. Influéncia da Raca e da Idade na qualidade do sémen

A qualidade do sémen pode aumentar apds a puberdade e diminuir com a idade
mais avancada em garanhdes. Os efeitos da idade estdo relacionados com fatores como a
espermatogénese ineficiente em poldros e degeneracdo testicular devido ao
envelhecimento em garanhdes mais velhos (Brito, 2007).

Segundo alguns estudos (Dowsett & Knott, 1996), indicam que a maioria das
caracteristicas do sémen e do esperma sdo influenciadas pela idade do garanhdo. Sémen
de qualidade inferior foi recolhida em garanhdes com menos de 3 anos de idade ou em
garanhdes com mais de 14 anos de idade. Estes efeitos da idade devem-se provavelmente
a diferengas produ¢do e quantidade de producdo didria de espermatozoides, que estdo
relacionadas a uma espermatogénese imatura em poldros, degeneragdo testicular devido
ao envelhecimento e fungdo epididimal anormal. Embora os efeitos da idade nos
parametros do sémen sejam aparentes, eles t€ém pouca influéncia na fertilidade do
garanhdo, exceto quando se usa ou garanhdes muito novos ou garanhdes muito velhos.
Por isso, recomenda-se que a idade seja levada em consideragdo ao avaliar garanhdes para
fins de reprodugado.

Como a maturidade sexual no cavalo s6 ocorre por volta dos 5 anos de idade,
existem pequenos volumes de sémen, menor concentragdo de esperma, menor nimero
total de espermatozoides, maiores percentagens de espermatozoides sem mobilidade e/ou
mortos e anormalidades espermaticas foram obtidas neste estudo de Dowsett e Knott
(1996), em garanhdes com menos de 3 anos de idade, portanto foram considerados
normais.

A reducdo da qualidade do sémen em garanhdes mais velhos (11 ou mais anos)
pode indicar a existéncia de uma idade critica em que alguns animais aumentam a sua
produgdo de espermatozoides anormais devido a uma espermatogénese defeituosa e
fun¢do epididimal. Sugere-se que os garanhdes com 14 anos de idade ou mais se estejam

a aproximar do final da sua vida 1til sexual (Dowsett & Knott, 1996).

A degeneragdo idiopatica ¢ uma condicdo que ndo apresenta nenhuma causa
subjacente para que seja identificada. Embora possa afetar garanhdes mais jovens, esta ¢
mais frequente em animais de meia-idade ou mais velhos. Esta degeneragdo compreende
um grupo heterogéneo de problemas que parecem estar relacionados com a

esteroidogénese (processo de producdo de hormonas esteroides) testicular anormal
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resultando num anormal funcionamento das células de Sertoli e secrecao de inibina. Esta
degeneracdo pode também resultar em mudancgas detetaveis no tamanho e consisténcia
testicular, o que pode resultar num declinio constante na produ¢do de esperma e na
qualidade do mesmo.

Para Dowsett e Knott (1996), existem alguns efeitos da raca na morfologia dos
espermatozoides, mas as diferengas na historia e no maneio, as grandes diferencas no
numero de garanhdes de cada raga, a grande variedade dentro da propria raga e a falta de
avaliagdo das interacdes com a idade tornam muito dificil averiguar se os efeitos na
morfologia dos espermatozoides podem ser atribuidos apenas a raga nesses estudos. O
resultado final € que a variagdo individual parece muito maior do que a variagdo entre as

racas (Brito, 2007).

2.7. PrestoBlue

A avaliagdo do sémen de garanhdes ¢ uma parte fundamental da avaliacdo da
subfertilidade do animal e determinagcdo do potencial reprodutivo. A viabilidade
espermatica refere-se a saude geral do esperma e quando esta ¢ medida usando técnicas
de fluorescéncia, foca-se na capacidade de uma determinada substancia penetrar na
membrana espermatica danificada ou intacta (Love, 2016).

A viabilidade celular determina a presenca de células vivas e/ou mortas, com base
numa amostra total de células.

Um ensaio de viabilidade celular analisa, numa cultura celular, células
metabolicamente ativas, com o intuito de avaliar a sua atividade. Estes ensaios sdao usados
para fazer uma triagem de moléculas que possuem efeitos na proliferacdo celular ou
possiveis efeitos toxicos que podem eventualmente conduzir & morte celular. Muitos
destes ensaios sdo realizados em placas de titulacdo de 96 “pogos”.

Atualmente, estdo disponiveis diversos ensaios de viabilidade celular, cada um
com uma abordagem especifica para detetar diferentes pardmetros de viabilidade celular
(integridade celular, proliferagdo celular e fungdes metabdlicas). Estes métodos podem

ser divididos em quatro tipos:

e FExclusdo de corante;

e FEnsaios colorimétricos;
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e FEnsaios Fluorimétricos;

e FEnsaios luminométricos;

O ensaio Fluorimétricos, método utilizado neste estudo, utiliza a fluorescéncia
para a detecdo de marcadores celulares. Para utilizar este ensaio, ¢ necessario considerar
possiveis interferéncias de fluorescéncias contaminantes provenientes de algum
componente utilizado na experiéncia, ou at¢ mesmo da propria amostra em estudo. Dentro
destes ensaios, encontra-se o ensaio de reducao de resazurina, que usa o poder da redugao-
oxida¢do para dar for¢a a sua capacidade de representar a viabilidade celular. (OTTONI,
2017)

O reagente PrestoBlue ¢ baseado em resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona
10-6xido), um corante azul, levemente fluorescente. Trata-se de um indicador de redox
(redugio-oxidagdo) em ensaios de viabilidade celular. E uma solugio permeével que apos
a sua reducdo, forma resorufina, um composto fluorescente rosa que pode ser medido
quantitativamente para determinar a viabilidade (figura 12). Este reagente pode ser
medido visualmente, usando a absorvéncia ou utilizando as saidas fluorescentes da

resorufina reduzida (Lall et al, 2013).

Células Viaveis

Resazurina
NADH/H+
(Azul, pouco fluorescente) (Rosa, fluorescen

NAD+

Figura 12-Reacdo quimica. Adaptado : Canabarro, 2017
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As células viaveis convertem de forma continua a resazurina em resorufina, ou

seja, ha uma mudanga na coloragdo de azul para rosa como resposta a atividade
metabolica de células vidveis, aumentando a fluorescéncia geral e a cor do meio de cultura
celular (figura 13), com as diferengas entre a primeira hora e a segunda hora, notando-se

uma diferenca na colorag¢ao (Anexo n° 2) (Invitrogen, 2012).
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Figura 13- Diferenca da coloragio entre a primeira hora com a segunda
hora. Fonte: Propria, 2021
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3. Material e Métodos :

3.1. Colheita de sémen

Segundo Bettencourt et al (2018), o método mais seguro e eficaz para a recolha
de sémen ¢ recorrendo a vagina artificial (VA), mas ¢ um método que estd dependente da
experiéncia e libido do garanhdo, como da experiéncia do técnico que efetua a colheita.

O garanhao escolhido para a colheita devera ser dirigido por alguém experiente e
que o conhega, permitindo assim prever possiveis comportamentos indesejados do
animal. Antes da colheita, o pénis do garanhdo deve ser limpo para remover o smegma e
alguns detritos, minimizando o risco de contamina¢ao do sémen. A remoc¢ao de detritos
¢ também essencial para minimizar riscos associados a leitura da concentragdo por
espectofotometria, e avaliagdo da qualidade do sémen (Bettencourt et al, 2018).

Existem diversos modelos de VA, mas a base de funcionamento de todas €
idéntica. Neste caso utilizou-se o modelo INRA, composto pelo corpo, liner interno de

borracha, bainha sanitéria e copo de recolha (figural4).

Corpo

Liner Interno

Bainha sanitaria

Copo de recolha

Figura 14-- Vagina artificial utilizada na recolha. Fonte:
Propria, 2021
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Depois de montada a VA, enche-se de 4gua, entre os 45°C e os 48°C, para se obter
uma temperatura interna em contacto com o “liner” adequada. Esta temperatura pode
variar de garanhdo para garanhdo, podendo facilmente ser regulada. A pressiao da VA
também tende a depender também das preferéncias de cada animal, mas sempre adequada
para que o pénis entre sem dificuldade e para que haja ingurgitagdo da glande durante a
excitagdo sexual e a ejaculagdo. Apds a VA estar devidamente montada e cheia, pode-se
colocar uma pequena quantidade de gel lubrificante ndo espermicida para que seja
facilitada a penetragdo. Excesso de gel, mesmo ndo espermicida, pode provocar choque
osmotico aos espermatozoides (Bettencourt et al, 2018).

Uma vez que o cavalo tenha realizado a monta, o pénis deve ser desviado para o
lado e introduzido dentro da VA, devidamente colocada em posi¢ao semi-horizontal com
o tubo coletor ligeiramente elevado, simulando assim a anatomia da vagina da fémea. Se
a temperatura e pressao estiverem adequadas ao garanhao, estimulardo o garanhao a fazer
movimentos pélvicos.

Quando se opta por utilizar uma égua, esta deve ser escolhida com alguma
precaucdo. Esta, deve apresentar sinais evidentes de cio, para ndo rejeitar o macho. Deve
também ser uma égua calma e de bom maneio. E importante ser peada, para que nio lhe

seja possivel escoicear o garanhao ou o operador (figura 15).

Figura 15-Recolha de sémen. Fonte: Propria, 2021
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Na auséncia de égua em cio, ou no caso de garanhdes treinados, a melhor opcao
para se realizar a colheita de sémen ¢ o manequim, reduzindo assim possiveis riscos
inerentes tanto para o garanhdo como para o operador durante as colheitas. No entanto,
para alguns garanhdes ¢ importante a presengca da égua em cio para aumentar a

estimulagdo sexual, facilitando a monta e ejaculagdo (Bettencourt et al, 2018).

3.2. Castragdo

3.2.1. Fisica

Dentro deste procedimento, existem trés técnicas cirargicas utilizadas na espécie
equina: orquiectomia aberta, semi-fechada e fechada (figura 16). Quando os animais sio
castrados a campo, as posi¢cdes mais usuais sao em estagdo ou em decubito lateral. Esta
ultima mais utilizada, apesar de ser um processo mais moroso, ¢ uma posi¢ao mais segura.

Quando se decide castrar no hospital, com condigdes de assepsia rigorosas, a
probabilidade de se desenvolverem complicagdes pos-operatdrias € bastante menor do

que em cavalos castrados a campo (Rodrigues, 2019).

Incisdo na pele escrotal, tinica dartos e fascia escrotal, até se encontrar a
tunica vaginal que ndo se incide. Incisdo ¢ feita a cerca de 1 a 2cm da rafe
mediana. O testiculo ¢ entdo agarrado e a fascia escrotal ¢ dissecada de modo a ser
separada do folheto parietal e do mtisculo cremaster.

Incisdo de cerca de 2 a 3cm na tnica vaginal, de modo a observar a
evidéncia de herniagdo intestinal no canal inguinal, emasculando também toda a
tunica vaginal.
Incisdo na tunica vaginal, ligamento da cauda do epididimo ¢ cortado de
modo a libertar o testiculo das tunicas e apenas o cordao espermatico ¢ emasculado.

O Emasculador ¢ deixado durante 10 minutos até ser retirado.

Figura 16-Quadro resumo das técnicas de orquiectomia (Rodrigues, 2019)
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Ambas as técnicas tém as suas vantagens e desvantagens, sendo inteiramente da
escolha do médico veterinario escolher a op¢do mais indicada. A técnica aberta ¢ um
procedimento mais rapido pois ndo existe um processo de dissecagdo moroso, mas como
ndo existe eliminacdo da tinica vaginal e existe uma maior probabilidade de infe¢do. A
técnica semi-fechada permite uma maior visualizagdo, mas apresenta uma maior
probabilidade de complicagdo pos-operatoria (Rodrigues, 2019).

Neste estagio a técnica utilizada pela equipa de Veterinarios da Equicare ¢ a

técnica aberta.

3.2.2. Quimica

Nos ultimos anos, investigadores demonstraram interesse em desenvolver uma
alternativa a castragdo cirurgica. Segundo Ibrahim et al (2016), um esterilizante quimico
ideal serd aquele que interrompe de forma efetiva a espermatogénese ¢ a androgénese,
como também a libido, livre de efeitos colaterais toxicos.

Este método de castragdo consiste no tratamento dos machos com estrogénios, que
inibem a acdo da testosterona e a fungdo testicular, sem que exista a destruicdo dos
testiculos. Em termos de producdo de carne, tem interesse uma vez que melhora a
qualidade da carcaga, pois existe um aumento do ritmo de deposicdo de gordura,
intramuscular e abdominal, contribuindo para uma carne mais clara, tenra e suculenta.

Estes estrogénios sdo sintéticos, como por exemplo o dietilestilbestrol, que ¢ capaz de

desencadear consequéncias ao nivel do hipotalamo, diminuindo a GnRH, da hipofise,
diminuindo a LH ¢ dos testiculos, diminuindo assim a testosterona. Todas estas
diminui¢des culminam na supressao das caracteristicas sexuais secundarias e inibi¢ao da
espermatogénese (Antunes, 2017).

Para Abou-Khalil et al (2020), a procura de métodos de castracdo eficazes que
comprometam minimamente a fisiologia corporal dos animais merece especial atengdo.

O medicamento utilizado ¢ o Improvac®, que induz uma resposta imune contra a
hormona GnRH, que controla a fun¢do testicular através das hormonas gonadotroficas
LH e FSH. A substancia ativa presente ¢ um analogo sintético da GnRH, conjugado com
uma proteina transportadora imunogénica, que aumenta o nivel e duracdo do efeito do
medicamento. Existe uma reduc¢do da produgdo e concentragdo de testosterona e de outros

esteroides testiculares, incluindo a androsterona, uma das principais substancias
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responsaveis pelo odor sexual. Apdés uma segunda administragdo, observa-se uma
reducdo do comportamento tipico dos machos, como por exemplo a agressividade.

Dada a dose inicial, os machos encontram-se primovacinados, mas
mantém a funcdo testicular integra até a administra¢do da segunda dose, a qual provoca
uma forte resposta imunitaria contra a GnRH, suprimindo temporariamente a fungdo
testicular (Anexo 2).

Geralmente ¢ o proprietario que opta pela castragdo quimica, quando o objetivo ¢
obter uma maior tranquilidade comportamental do animal, sem que haja impedimento
definitivo da sua utilizagcdo reprodutiva. Passados 6 a 12 meses o efeito desaparece
parcialmente ou completamente. De uma forma geral, este procedimento tem custos mais
baixos quando comparado com a castracdo fisica e por outro lado ndo implica a
orquiectomia fisica definitiva, caso o proprietario ainda pretenda vir a manter o potencial
genético do animal.

Abou-Khalil et al (2020) realizou um estudo envolvendo burros, dividido por dois
grupos experimentais, animais castrados quimicamente e animais castrados
cirurgicamente, com o objetivo de avaliar as varias respostas no sistema biologico,
nomeadamente respostas ao stress, perfil lipidico e bio-marcadores de stress oxidativo e
mais tarde avaliar potenciais diferengas em parametros fisicos.

Embora a castragdo quimica possa ser uma alternativa ndo cirargica mais indicada
em termos de eficacia, custo, bem-estar animal e questdes metabdlica em outros animais,
como por exemplo, em ratos albinos (Jana et al, 2002), caes (Leoci et al, 2019) e cabras
de raca Black Bengal (Jana et al, 2005), existem ainda poucos estudos a longo prazo

noutros animais, nomeadamente na espécie equina.

3.3.  Recolha do sémen no Epididimo

3.3.1. Método de Flotacao

O M¢étodo de Flotacao (figura 17), destaca-se por ser uma técnica que ndo requer
muitos conhecimentos e habilidades especializadas (Roels et al. 2013). De uma forma
geral consiste em realizar algumas incisdes longitudinais na cauda do epididimo
(MONTEIRO & Sancler-Silva, 2018) e colocar numa caixa de Petri cheia com

aproximadamente 5 mL de diluidor de sémen aquecido. Durante dez minutos, os
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espermatozoides podem nadar para fora do epididimo. Para ajudar, pode-se pressionar o
epididimo contra a placa de Petri de modo a “espremer” o restante. No final, retira-se os
remanescentes do epididimo e o extensor de sémen ¢ coletado para observagao.

Pode-se encontrar algumas desvantagens na utilizagdo desta técnica: numero de
espermatozoides obtidos inferior (cerca de 4 a 5 bilhdes de espermatozoides), quando
comparado com o fluxo retrogrado (cerca de 15 a 20x10° de espermatozoides); devido
as incisoes efetuadas e ao tempo permitido, existe uma maior exposi¢ao a contaminagdes

provenientes do sangue (Roels et al.2013).

Figura 17-Método de flotagio (Roels et al.)
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3.3.2. Técnica do fluxo retrogrado

Esta técnica (figura 18), ja requer um cuidado mais especial, pois requer a
remocdo cuidadosa da tinica albuginea e dissecacdo cuidadosa do tecido conjuntivo ao
redor do epididimo (Roels et al., 2013) deve-se ter especial atencdo para ndo cortar ou
danificar a cauda. O tubo Unico ¢ totalmente enxaguado pelo extensor a partir do canal
deferente ap6s desenrolar o ducto epididimal, permitindo a saida de espermatozoides até
a transi¢do cauda-corpo do epididimo (MONTEIRO & Sancler-Silva, 2018). Os

espermatozoides podem ser coletados num recipiente.

Figura 18-Técnica do fluxo retrogrado (MONTEIRO & Sancler-Silva, 2018) a esquerda; Realizagdo da
técnica FONTE: Propria
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34. Congelacao sémen

Diluicdo do sémen

Depois de realizada a colheita, colocar o sémen em banho maria e fracionar o
ejaculado em dois tubos falcon e adicionar o diluidor de centrifugagdo. Fechar os tubos

com o devido cuidado e levar a centrifugar.

Centrifugacdo

Centrifuga-se a 542 G durante 10 minutos a temperatura ambiente. No
final, eliminar o sobrenadante que ndo devera conter espermatozoides e ressuspende-se o
pellet de espermatozoides (SPZs) da amostra com 3mL de diluidor de congelagdo,
juntando a posteriori tudo no mesmo falcon. Fechar cada um dos tubos e homogeneizar a
temperatura ambiente.

Ap0s o pellet de SPZs estar completamente ressuspendido e o total de SPZs dos
(eventuais) dois falcons estarem reunidos em apenas um, avalia-se a motilidade e
determina-se a concentracao recorrendo a uma camara de contagem celular.

Com base, pelo menos nestes dois parametros (motilidade e concentracdo),
podemos estimar o nimero total de espermatozoides viaveis que teremos a nossa
disposi¢do. Procurando obter uma concentragdo final de 400X10° SPZ/ml, o que implica
que cada palhinha ird ficar com 200X10°SPZs vidveis, sabemos o niimero total de
palhinhas que iremos obter; sabendo o numero total de palhetas que iremos obter e que

cada uma tem o volume de 0,5 ml, podemos agora adicionar o volume do diluidor de

congelagdo em falta.

Enchimento das palhetas

O enchimento das palhetas foi efetuado individualmente, utilizando para este
efeito um micromanipulador de embrides. O sémen, depois de se encontrar na diluicao
pretendida ¢ aspirado para o interior das palhetas, deixando um espago de ar no meio

destas, evitando desta forma que estas rebentem quando submetidas a congelacdo. De
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seguida, as palhetas sdo seladas utilizando um po6 vedante (Sealing ball, glass, for 0.5 ml

straws, Orange, REF: 13400/0900 Minitube) e colocadas na rack de congelagao.

Arrefecimento do sémen

No frigorifico, colocar as palhetas a 4°C durante 30 minutos. Colocar as palhetas
arrefecidas nos vapores de azoto durante 10 minutos, colocando a rack de congelacdo a

4 cm acima do nivel do azoto liquido, aproveitando assim os vapores do mesmo.

Congelacio do sémen

Ao final do tempo de arrefecimento nos vapores de azoto, as palhetas sdo

mergulhadas em azoto liquido. Por fim, coloca-se as palhetas nos canisteres com o azoto.

3.5. Protocolo da Equigerminal

Campo

Procede-se a colheita de sémen, geralmente, a dois garanhdes Puro Sangue
Lusitano, ou na casa do produtor ou nas instalacdes da Escola Superior Agraria de
Coimbra. Por cada garanhdo, recolhiamos dois Falcons de 15ml, 12ml com o diluidor de
centrifugacdo e os 3ml restantes com o sémen recolhido, ja devidamente filtrado. Ao todo,
recolhemos amostras 8 cavalos, 6 sdo Puro Sangue Lusitano e 2 sdo Warmblood (figura
19).

A contagem comegou no nimero quatro, pois as trés primeiras recolhas foram
para acertar o método e meio a realizar na experiéncia, os resultados obtidos ndo foram

contabilizados.
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Data Cavalo Hora Hora

Recolha Plaqueamento

11 Maio PSL #4 12.00 16:31

13 Maio PSL #5 12:30 16:30

18 Maio WB #1 9:00 21:00

18 Maio WB #2 11:45 21:00

6 Julho PSL #6 10:50 17:31

6 Julho PSL #7 11:06 17:31

14 PSL #8 10:15 15:18
Setembro

14 PSL #9 10:45 15:18
Setembro

Figura 19-Quadro com informagées das recolhas e hora de plagueamento. Fonte: Propria,
2021

Laboratorio Equigerminal

Preparacio do Meio

Foi preparado um meio completo final de 50 mL, que contém 0,5 mL de
Fungisona a 1% para combater possiveis fungos existentes na amostra, 5 mL de Soro
Fetal Bovino (FBS) a 10%, este soro, ¢ um suplemento para meios de cultura celular,
promovendo o crescimento de células, 0,5 mL de Glutamax a 1%, composto por um
nutriente essencial para a cultura de células e por fim 44 mL de DMEM F,,, um meio

basal que serve de suporte ao crescimento de culturas (figura 20).
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Meio Completo
50ml de Volume final

- 0,5 ml de Fungisona a 1%
-5mlide FBS a 10%

- 0,5 ml de Glutamax a 1%
- 44 m| DMEM F ¢,

Calculos:
e Fungisona1%: 1 X 50 =100x =~ 0,5ml
o FBS10%:10 X 50 =100x =~ 5ml
e Glutamax 1%: 1 X 50 =100x =~ 0,5 ml
o DMEMF,,: 50-0,5-05—-5=44ml

Figura 20- Esquema do meio completo utilizado e cdlculos utilizados. Fonte: Propria, 2021

Ao chegar ao laboratorio, a primeira tarefa a ser cumprida é centrifugar as

amostras de sémen recolhidas em campo. O centrifugador utilizado ¢ o Eppendorf

Centrifuge 5810 R (figura 21), que para além de centrifugar também tem capacidade de

regular a temperatura. Foi utilizado sempre a mesma configuragdo para todas as amostras:

1200 g:

4°C;

20 minutos;

Rampa de aceleracdo a 9;

Rampa de desaceleracao a 2;
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Centrifuge 5810 R

Figura 21- Eppendorf Centrifuge 5810 R. Fonte:
Propria, 2021.

Durante estes 20 minutos, prepara-se a Camara de Fluxo, com todo o material
necessario para as proximas tarefas. Esta camara permite realizar um trabalho seguro em

ambiente limpo (figura 22).

Terminados os 20 minutos da centrifugacdo, levam-se as amostras para a Camara
de fluxo, retira-se o sobrenadante da amostra e ressuspende-se os Falcons. De seguida
adicionamos 10 ml de DPBS para realizar a lavagem. De seguida, coloca-se novamente

na centrifugadora por mais 20 minutos, com as mesmas configura¢des da primeira etapa.

Figura 22- Camara de Fluxo. Fonte:
Propria, 2021
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Ao fim de 20 minutos, mais uma vez € necessario retirar o sobrenadante das
amostras (com auxilio de uma pipeta de pastour). Por fim, adiciona-se 3 ml do meio a
cada um dos tubos falcon, que foi preparado anteriormente, e ressuspende-se os pellets

de espermatozoides das amostras novamente.

Contagem de Espermatozoides

Concluida esta etapa, ¢ tempo de preparar para fazer a contagem de
espermatozoides. Para isso, ¢ necessario preparar a camara de Neubauer, fazendo uma
diluicdo de 1/10 entre o reagente Trypan Blue com a amostra de sémen, isto ¢, pipetar 20
uL do falcon que contem sémen e meio e pipetar 180 pLL do reagente Trypan Blue para
um Eppendorf de 2 ml. De seguida pipetar apenas 10 pL desta preparacdo para a cimara

de Neubauer, como exemplifica a figura (figura 23).

/ Reagente Trypan Blue diluido

Falcon com sémen + meio

-
? i
i Pipetar 180 pL
Pipetar 20 pL if
Eppendorf de 2ml

Pipetar 10 pL

o NEUBAUER
/ ;:.1., IMPROVED

Camara de Neubauer

Figura 23- Preparagdo da cimara de Neubauer. Fonte:
Propria, 2021
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Depois de montar a Camara de Neubauer faz-se a observacdo num microscopio

digital, onde facilita o processo de contagem (figura 24).

Figura 24- Microscopio digital. Fonte: Propria, 2021

Feita a contagem, realizam-se os célculos de concentragdes da contagem de
espermatozoides, o numero total de espermatozoides por ejaculado e as concentragdes

necessarias para o plaqueamento (consultar anexo n°3).

Preparacdo da microplaca de 96 pocos

Dado que o ensaio com PrestoBlue ¢ altamente sensivel, para se chegar a um
resultado ideal, selecionar a placa adequada ¢ de extrema importancia. Placas diferentes
tém propriedades refletivas diferentes. As placas pretas absorvem a luz, reduzem a
fluorescéncia de fundo e minimizam a diafonia de pogo para poco. As placas brancas
refletem a luz e maximizam o sinal de saida. Por isso, neste ensaio foram utilizadas placas

transparentes, pois sdo favordveis em estudos de culturas de células (Xu et al, 2015).
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Na primeira coluna de pogos (coluna n° 2), € necessario pipetar 300 uL. de sémen
+ meio + Presto Blue em cada pogo, 4 por amostra de sémen, 8 pocos no total.

Nos restantes pocos (coluna 3 a 8), pipeta-se 100 pL de meio + Presto Blue a 10%,
em cada um dos 48 pocos, contando com a coluna de controlo. Para realizar as dilui¢des
sucessivas de 1/1,5, pipeta-se 200 pL. da coluna n° 2 para as restantes colunas, até a coluna
n°7, no final descarta-se os 200 pL finais, perfazendo um total de 100 pL por pogo (figura
25).

6
n° total de células/ well x 10

prm— —

Diluicoes seriadas 1/1,5 )
5

60 40 26,6 17,7 11,87,90
)Controlo

\ Dilui¢des seriadas 1/1,5

6

Concentragdo/ pL / Well x 10

Figura 25- Esquema utilizado na microplaca. Fonte: Propria, 2021

Depois de preparada a placa, coloca-se na incubadora a 37°C para se fazer a leitura

no espetrofotometro a cada hora, durante 3 horas.
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3.6. Analise Estatistica

Ap0s a leitura das placas no espetrofotdmetro, o programa utilizado dava acesso
auma folha Excel com todos os dados da leitura para os comprimentos de onda de 570nm
¢ 600nm. Para normalizar os valores obtidos, realiza-se a subtragdao dos valores obtidos
de cada pogo no comprimento de onda de 570nm pelo OD (Densidade Otica) Branco

obtido em cada microplaca (Figura 26).

Normalizacao dos valores = 0D 570 nm — OD Branco

Figura 26- Calculo da normalizacdo dos valores. Fonte: Propria, 2021

Os resultados referentes ao estudo, foram analisados pela Andlise de Variancia,
pelo teste de comparacdo de todas os pares de colunas de Bonferroni. (ANOVA;
GraphPAD PRISM, Version 5.00, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

A significancia foi definida para um valor de p<0,05.

3.7. Trabalho Experimental

Trabalho I: Congelacdo de sémen epididimario de garanhées sujeitos a

orquiectomia fisica

Os animais incluidos neste trabalho foram 4 garanhdes, dois de raga Puro-Sangue
Lusitano (PSL) e dois de ragcas Warmbloods, com idades entre os 3 e os 7 anos.

As intervengdes cirurgicas foram realizadas pela técnica aberta, de acordo com a
descricao anterior, no ponto 3.2.1.

A recolha de sémen a partir do epididimo foi efetuada tal como referido no ponto
3.4.2 e a congelacdo do sémen epididimario foi realizada de acordo com o ponto 3.5.

A avaliagdo do sémen congelado foi realizada 3 semanas ap0s a congelacdo, apos
uma descongelacdo rapida de 30 segundos a 37°C e esta consistiu numa avaliacdo da

motilidade ap6s a descongelagao.
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Trabalho II: Avaliacio da qualidade do sémen epididimario obtido de

garanhées previamente submetidos a castra¢io quimica

Neste trabalho, varios fatores que nos foram externos, levaram a que apenas
pudéssemos contar com dois animais.

Os animais em questdo foram submetidos a castracdo quimica 2 e 4 semanas antes
da castracao fisica, de acordo com o autor Antunes (2017).

A castragdo fisica foi realizada tal como referido no ponto anterior, pela técnica
aberta e em dectbito dorsal.

O sémen obtido a partir do epididimo, foi obtido e sujeito a congelagdo, de acordo
com o ponto 3.5.

A descongelagdo e a avaliagdo do sémen, foram avaliadas tal como no ponto

anterior.

Trabalho III: Avaliar a técnica do PrestoBlue, como técnica fiavel para

avaliar a viabilidade celular do sémen equino em condicdes de refrigeracio

Neste trabalho foram incluidos 6 garanhdes da raga PSL, com idade
compreendidas entre os 6 € 0s 18 anos.

As recolhas de sémen foram realizadas de acordo com o ponto 3.1. O
procedimento laboratorial seguinte foi realizado de acordo com o ponto 3.5. e o

tratamento estatistico dos resultados obtidos, foi realizado de acordo com o ponto 3.6.

52



4. Resultados e Discussao

4.1. Congelagdo de sémen epididimario de garanhdes sujeitos a

orquiectomia fisica

Como referido na Revisdo Bibliografica, esta técnica tem vindo a ser
crescentemente utilizada particularmente em situagdes extremas.

Numa fase inicial, verificaram-se alguns problemas relacionados com uma ma
avaliagdo inicial da qualidade de sémen, logo apds a sua obtencao por lavagem retrograda
do epididimo.

Logo que este problema foi ultrapassado, e a técnica aperfeicoada, foi possivel
congelar sémen de 4 cavalos submetidos a orquiectomia (castragdo) fisica. A posterior
avalia¢do da motilidade do sémen congelado a partir do epididimo, revelou-se dentro dos
valores normais para o sémen congelado a partir de uma ejaculacdo, ou seja, entre os 25-
35% de motilidade (Roels et al, 2013). O nimero reduzido de animais em estudo, ndo
permitiu realizar uma avaliagdo estatistica destes resultados.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados reportados por outros autores,
nomeadamente Guimaraes e colaboradores (2012), num trabalho com uma amostra de 10
garanhdes, onde concluiram que a congelacdo de semen epididimario obtido
imediatamente apos a castracdo, ou em alternativa ap0s a refrigeracao de todo o epididimo
durante 24h e posterior recolha do semen por fluxo retrogrado, apresentaram resultados
semelhantes.

Também em termos de taxa de conceg¢do, o sémen epididimario apresenta
geralmente bons resultados. De acordo com Monteiro et al (2011), a taxa de concegao de
trés grupos de éguas foi semelhante, recorrendo tanto a sémen recolhido por vagina
artificial, como sémen obtido do epididimo logo apos a orquiectomia, como sémen obtido
a partir de epididimo refrigerado a 5°C durante 24h.

Papa et al (2008) investigou o efeito de diferentes diluidores na capacidade de
criopreservacao dos espermatozoides provenientes do epididimo. Foi observado que as
motilidades totais e progressivas foram diferentes entre diluidores, porém, a integridade

da membrana ndo apresentou grandes variagdes significativas. A utilizacdo do BotuCrio
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aumentou a cinética espermatica, que se encontra relacionado a sua composi¢cdo com
diversos aminodcidos responsaveis pela protecdo da integridade espermatica e ativacao

da motilidade dos espermatozoides.

Segundo Bruemmer (2006), ¢ necessario um cuidado adequado na recolha dos
testiculos e epididimos, juntamente com o acondicionamento e transporte adequados.
Reunidas estas condi¢des, o autor afirma que pode ser uma contribui¢cdo no resgate de
espermatozoides viaveis. Com o avancar das técnicas de reprodugdo assistida, mais
descendéncia pode existir através de esperma epididimal armazenado de garanhdes

valiosos.

4.2. Avaliacdo da qualidade do sémen epididimario obtido de garanhdes

previamente submetidos a castracdo quimica

A avaliacdo da qualidade do sémen epididimario dos 2 garanhdes previamente
submetidos a castracdo quimica, ndo revelou diferengas relativamente aos garanhdes que
ndo tinham sido submetidos a este tratamento.

Este tratamento tem sido relacionado com uma relativa diminui¢ao da libido
sexual e da circunferéncia escrotal (Antunes, 2017). Estes aspetos foram parcialmente
observados. Porém alteracdes a motilidade, ndo se observaram. O nimero reduzido de
animais neste estudo, bem como o reduzido periodo de intervalo entre o tratamento
quimico e a castragao fisica e subsequente processamento do sémen, ndo permitiram uma
analise estatistica desta abordagem. E de referir que foi relatado pelos proprietarios uma
reducdo da libido sexual, o que sugere que as alteragdes comportamentais podem
anteceder as alteragdes fisiologicas em particular as caracteristicas seminais.

Segundo Abou-Khalil et al (2020), apesar de a castragdo nao cirirgica apresentar
bons resultados em outras espécies, como foi anteriormente mencionado, pouco se sabe
sobre os impactos no estado fisioldgico do corpo a longo prazo. Estes autores realizaram
varias comparacdes em burros castrados cirurgicamente versus burros quimicamente
castrados e a realizagdo de uma orquiectomia fisica indicou existir menos stress e
pequenas alteracdes no perfil lipidico em relagdo a castragdo quimica.

Ibrahim et al (2016) também realizou estudos da influéncia da castragdo quimica

em burros, com base nos niveis de testosterona e nas alteragdes histopatologicas nos
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testiculos sujeitos ao procedimento. Estes tentaram observar a eficacia da castragdo
quimica com 20% de cloreto de célcio dissolvido em etanol. Na conclusdo desse estudo,
observou-se inflamag¢do na genitalia externa, ulceragdes escrotais e fistulas (Ibrahim et
al, 2016).

Por outro lado, importa no futuro repetir este ensaio com um nimero superior de
animais, pois os resultados obtidos, podem sugerir que apesar de habitualmente se
verificarem alteragdes comportamentais e morfologicas (redugdo da circunferéncia
escrotal), € possivel que ndo ocorram altera¢des da funcdo espermatica e assim a castracao
quimica poderia ser utilizada apenas com efeito temporario, ndo comprometendo

definitivamente a func¢ao reprodutiva do garanhdo no futuro.

43. Avaliar a técnica do PrestoBlue, como técnica fidvel para avaliar a

viabilidade celular do sémen equino em condi¢des de refrigeracao

Numa primeira fase, enquanto as placas se encontram na incubadora, realizaram-
se os calculos de concentracdes de espermatozoides/ 6 mL e o total de espermatozoides
no ejaculado (consultar anexo n°2).

O total do ejaculado foi observado apds filtragao.

Para avaliar a técnica utilizando o reagente PrestoBlue, ¢ de extrema importancia
a correta escolha do meio para a proliferacdo celular, facilitando assim o sucesso da
técnica. Neste caso, optou por se adicionar Fungisona a 1%, um antifingico, e Glutamax
a 1%, um nutriente que ajuda na cultura de células. Foi importante a adi¢do do
antifungico, pois de modo a evitar contaminagdes externas (preplicio sujo contamina o
sémen p.e), evitando assim possiveis contaminag¢des em toda a microplaca e/ou de outras
amostras presentes na incubadora.

Dentro do grupo de Warmbloods, apenas dois garanhdes foram sujeitos a recolha,
por isso € possivel observar que o WB #1 de apenas 5 anos de idade apresenta uma maior
concentragdo de espermatozoides pelos 6 mL recolhidos ao todo, cerca de
113,6 x 10° spz/6 mL, mas relativamente ao total de espermatozoides por ejaculado, o
WB #2 de 8 anos ejaculou um maior volume e também apresenta uma concentracao total

maior, cerca de 46,67 X 108 spz/ejaculado total.
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No grupo dos Puro Sangue Lusitanos, o cavalo com uma maior concentragdo de
espermatozoides por 6 mL foi o PSL #6, cerca de 201,6 X 10° spz, porém, apenas
ejaculou um total de 16 mL.

Por outro lado, o cavalo com um maior nimero de espermatozoides por ejaculado

foi o PSL #7, com cerca de 43,52 X 108 spz (tabela 1).

Tabela 1- Concentragdo de espermatozoides.

Concentracio de Total do N°
SPZ/ 6 mL Ejaculado (mL) total de SPZ/
Cavalo Ejaculado
PSL #4 6 82,93 x 10° spz 16,59
- x 108 spz
15 16,00 x 10° spz 55 8,8
- x 108 spz
5 113,6 x 10° spz 25 28,40
- x 108 spz
8 93,33 x 10° spz 50 46,67
- x 108 spz
17 201,6 x 10°spz 16 32,26
- x 108 spz
19 108,8 x 10° spz 40 43,52
- x 108 spz
16 107,7 x 10° spz 25 26,93
- x 108 spz
21 115,4 x 10° spz 30 34,62
- x 108 spz

Nos equinos, a puberdade ¢ atingida entre as 56 a 97 semanas com média de 83
semanas (Gamboa et al, 2009), e a maturidade sexual ¢ alcancada dos 2 a 4 anos mais
tarde, visto que o tamanho testicular e a produgdo didria de esperma vdo aumentando

gradualmente ao longo dos anos apds atingida a puberdade.
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Os animais mais jovens utilizados neste trabalho, contavam com 6 anos (PSL# 4)
e 5 anos (WB #1), coincidiu com os um dos volumes mais baixos de ejaculado, cerca de
20 ml e 25 ml, respetivamente. O numero total de espermatozoides por ejaculado destes
animais, também foi dos mais baixos da nossa amostra, cerca de 16,59 X
108 spz/ejaculado para o puro sangue lusitano de 6 anos e cerca de 28,40 x 108 spz

por ejaculado.

Analise das Microplacas

E importante para o estudo, definir as concentracdes a utilizar e qual a
concentracdo mais adequada para o desenvolvimento e viabilidade celular para este
reagente, o PrestoBlue.

Apo6s normalizacdo dos valores, como descrito no ponto 3.6, andlise estatistica,
foi realizada uma tabela com todos os valores médios obtidos de cada garanhdo, para cada
concentragdo na primeira hora.

De notar que, a concentragdo 1 (C1) é igual a 7,90 X 10° spz, a concentra¢do 2
(C2) ¢ igual a 11,8% 10° spz, a concentracio 3 (C3) ¢ igual 17,7 X 10®spz, a
concentragdo 4 (C4) é igual a 26,6 X 10°spz, a concentragio 5 (C5) ¢ igual a

40 x 10° spz, e por fim a concentragdo 6 (C6) ¢ igual a 60 X 10° spz (tabela 2).

Tabela 2- Resultados obtidos apos normalizacdo dos valores
por concentragdo na hora 1

0.12324 0.17048 0.16208 0.16332 0.42478 0.94300
2 0.03676 0.05474 0.06492 0.14862 0.14862 -0.42900

3 0.16320 0.22446 0.36290 0.48012 0.68334 0.45450
0.16002 0.19136 0.33006 0.48222 0.73506 0.09608

5 0.18514 0.28470 0.37606 0.48742 0.64590 1.05220
0.11926 0171186 0.24538 0.33516 0.47492 0.87080

-0.39750 0.16294 0.28274 0.446384 0.61196 0.62980

8 0.11834 0.16118 0.23162 0.32380 0.31480

Ap6s analise dos valores obtidos do grupo de animais, ap6s 1 hora na incubadora,
existe uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias (tabela 2). O P=

0.0049, portanto apresenta um valor bastante significativo (tabela 3).
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Tabela 3- Sumario ANOVA 1°Hora

ANOVA summary

-

F 3.982
P value 0.0049
P value summary -
Significant aiff. among means (P < 0.05)7 Yes

R squared 0.3269

Nota: P > 0,05 = ndo significativo (“ns”); 0,05 - 0,01 = significativo (“*”); 0,01 - 0,001 = bastante

significativo (“**”) e < 0,001 = altamente significativo (“***”).

Principalmente entre a concentragio C1 (concentragdo de 7,90 X 10° spz) ¢ a
concentragdio C5 (40 x 10°spz), e a concentragio Cl1 e a C6 (concentracio
60 X 10° spz). Pode-se notar que quanto maior for a concentragdo de células por pogo,

maior serd também a viabilidade celular (figura 27).

Viabilidade Celular apés 1 hora
1.5

1.0
0.5

0.0

Viabilidade Celular

-0.5 I I I I I I
C1 C2 C3 C4 C5 C6

Concentracao x10E6

Figura 27- Viabilidade Celular apos 1
hora de incubacdo

Viabilidade celular ap6s 2 horas de incubagdo, com um grau altamente significativo (***). P value= 0,0003
entre os valores médios de cada garanhdo. A concentragdo utilizada que apresenta maior viabilidade ¢ a C6

(60 x 10° spz),
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Apo6s normalizacdo dos valores, como descrito no ponto 3.6, andlise estatistica,
foi realizada uma tabela com todos os valores médios obtidos de cada garanhdo, para cada

concentracdo na hora 2 (tabela 4).

Tabela 4- Resultados obtidos apos normalizacdo dos valores por
concentragdo na hora 2

- Group A Group B Group C Group D Group E Group F
C1 c2 C3 C4 C5 C6

0.14294 0.19088 0.19756 0.23732 0.48140 1.01758

2 0.18388 0.23662 0.25406 0.27188 0.31624 0.35468
3 0.19024 0.26350 0.41606 0.54308 0.75276 0.80370
4 0.18170 0.22272 0.37288 0.54344 0.80984 1.03694
5 0.18326 0.26270 0.38484 0.53210 0.69868 1.12218
6 0.13962 0.19992 0.28180 0.38078 0.53392 0.95172
0.0411C| -0.01372 0.04464 0.11368 0.18098 0.18242

8 0.01324 0.04036 0.07058 0.10916 0.02976

Na segunda hora, também existe uma diferenca estatisticamente significativa e
quando comparada com a primeira hora, significativamente maior. O P=0,0003 trata-se

de um valor altamente significativo (tabela 5).

Tabela 5- Sumario ANOVA 2aHora

ANOVA summary ‘
F £.003 |
P value 0.0003 |
P value summary b ‘
Significant diff. among means (P < 0.05)7 Yes ‘
R squared 0.4227 ‘

‘

Nota: P > 0,05 = ndo significativo (“ns”); 0,05 - 0,01 = significativo (“*”); 0,01 - 0,001 = bastante

significativo (“**”) e < 0,001 = altamente significativo (“***”).

Existe também diferengas notéaveis entre a C1(concentragio de 7,90 X 10° spz) e

a C6 (60 x 10° spz), com uma maior diferenga significativa. Entre a C2 (11,8%
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10° spz) e a C6 (60 x 10° spz), e por fim a C3 (concentragdo 17,7 X 10° spz) e a C6,

(figura 28).

Viabilidade Celular apés 2 horas

1.5

Viabilidade Celular

0.0-

1.0

0.5

C1 C2 C3 C4 C5 C6
Concentragiao x10E6

horas de incubagio

Figura 28-Viabilidade Celular apos 2

Viabilidade celular apos 1 hora de incubag@o, com um grau bastante significativo (**). P value= 0,0049

entre os valores médios de cada garanhdo. A concentragdo utilizada que apresenta maior viabilidade ¢ a C5

(40 X 10° spz),

Apo6s normalizacdo dos valores, como descrito no ponto 3.6, andlise estatistica,

foi realizada uma tabela com todos os valores médios obtidos de cada garanhdo, para cada

concentracdo na hora 3 (tabela 6).

Tabela 6- Resultados obtidos apés normalizacdo dos valores por
concentragdo na hora 3

Group A

—d o

0.14644
2 0.18126
3 0.21542
4 0.21088
5 0.20054
0.16892
0.08104

Group B

c2

0.20656
0.23724
0.28410
0.25608
0.28as2
0.24040
0.16612
0.08956

Group C

C3

0.20888
0.2655

0.45254
0.42070
0.42504
0.33584
0.30314
0.14836

Group D

s
e

0.25280
0.26462
0.58852
0.56100
0.580%6
0.44516
0.48458
0.230g8

Group E

~
C5

0.49930
0.35782
0.78ag2
0.84718
0.74792
0.59926
0.63722
0.33190

Group F

1.00358
0.40310
0.83272
1.05410
1.14614
0.96330
0.62552
0.30Ce4
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Apos a terceira e ultima hora de incubagdo, observou-se uma diferenca altamente
significativa, quando comparado com as anteriores, o valor de P ¢ menor que 0,0001,

tabela 7.

Tabela 7- Sumario ANOVA 3°“ Hora

ANOVA summary
F 14.39
P value <0.0001
P value summary e
Significant aiff. among means (P < 0.05)? Yes
R squared 0.6369

Nota: P > 0,05 = ndo significativo (“ns”); 0,05 - 0,01 = significativo (“*”); 0,01 - 0,001 = bastante

significativo (“**”) e < 0,001 = altamente significativo (“***”).

Existem diversas diferencas significativas em praticamente todas as
concentragdes, mas as diferengas estatisticamente mais importantes existem entre a
concentragdo C1 (concentragdo de 7,90 X 10° spz) e a concentragdo C6 (60 X 10° spz),
a concentragio C2 (11,8x 10°spz) e C6 e por fim entre C3 (concentracio

17,7 x 10° spz) com a C6 (figura 29).

Viabilidade Celular apos 3 horas
1.5

Viabilidade Celular

C1 C2 C3 C4 C5 C6
Concentragcao x10E6

Figura 29- Viabilidade Celular
apos 3 horas de incubacio

Viabilidade celular ap6s 3 horas de incubag@o, com um grau altamente significativo (****). P value
<0,0001 entre os valores médios de cada garanhdo. A concentragdo utilizada que apresenta maior viabilidade ¢ a C6

(60x 10° spz),
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Como ¢ possivel observar pelos graficos obtidos, a hora que apresentou maior
viabilidade celular foi a terceira, ap6s trés horas na incubadora. Reunidos os meios para
uma boa proliferag@o celular, esta foi aumentando com o passar do tempo. Esta tltima
hora de observagao mostrou também as maiores diferengas estatisticamente significativa
entre as concentragdes utilizadas, sendo que a concentragdo C6 (60 X 10° spz) apresenta

maior viabilidade celular em todas as horas, com maior valor na ltima.
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Apo6s normalizacdo dos valores, como descrito no ponto 3.6, andlise estatistica,

foi realizada uma tabela com todos os valores médios obtidos de cada garanhao, separado

por concentragdes de células para cada hora de observacdo, ou seja, para as trés horas

(Figura 30).

Concentracao 7,90x10E6

=

-~

Group A

1H

0.12324
0.03676
0.16320
0.16002
0.19514
0.1192¢6

-0.39750

Group B

2H

0.14294
0.18388
0.19024
0.18170
0.18326
0.13862
-0.04110

Group C

3H

0.14644
0.18126
0.21542
0.21086
0.20054
0.16892
0.08104

Concentracao 17,7x10E6

d Group A Group B Group C
1H 2H 3H
1 0.16208 0.19756 0.20868
2 0.06492 0.25406 0.26558
3 0.36290 0.41606 0.45254
4 0.33006 0.37288 0.42070
5 0.37606 0.38484 0.42504
6 0.24538 0.28180 0.33584
I 7 0.28274 0.04464 0.30314
8 0.16118 0.04036 0.14836
Concentracao 40x10E6
j Group A Group B Group C
|
1H 2H 3H
1 D.42478 0.48140 0.49930
2 0.14862 0.31624 0.35782
3 0.68334 0.75276 0.78892
4 0.73906 0.80984 0.84718
5 0.64580 0.69868 0.74792
6 0.47482 0.53392 0.59926
7 0.61196 0.18098 0.63722
8 0.32380 0.10916 0.33190

Concentracao 11,8x10E6

=

Group A

iH

0.17048
0.05474
0.22448
0.19136
0.26470
017116
0.16294
0.11834

Group B

2H

0.19088
0.23662
0.26350
0.22272
0.26270
0.19982
-0.01372
0.01324

Group C

3H

0.20656
0.23724
0.29410
0.25908
0.28852
0.24040
0.16612
0.08956

Concentracao 26,6x10E6

et

Group A

1H

0.18332
0.14882
0.48012
0.48222
0.48742
0.33516
0.44684
0.23162

Group B

2H

0.23732
0.27188
0.54308
0.54344
0.53210
0.38078
0.11368
0.07058

Group C

3H

0.25280
0.29462
0.58852
0.59100
0.58056
0.44516
0.48458
0.23098

Concentragao 60x10E6

=

iH

0.94300
-0.42900
0.45450
0.09608
1.05220
0.87080
0.62980

s

2H

1.01758
0.35468
0.80370
1.03694
1.12218
0.95172
0.18242

e g e

3H

1.00358
0.40310
0.83z272
1.05410
1.14614
0.99330
0.62552

Figura 30-Layout com as tabelas de cada concentracdo, para as trés horas de

observagio.
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Apds analisar quais as concentragdes que apresentavam maior diferenca
significativa e consequentemente, maior viabilidade celular, analisou-se por cada
concentragdo qual a hora que apresenta maior viabilidade celular, mas sem diferengas
estatisticamente significativas. De uma forma geral em todas as concentragdes realizadas,
a 3* hora apresenta uma maior viabilidade espermatica, quando comparada com a 1* e 2*
hora de incubadora.

Os maiores valores sdo observados na concentracio de 60 X 10°spz e
40 x 10° spz por pogo, as maiores concentragdes também. Apos as dilui¢des seriadas de
1/1,5, a viabilidade celular também nao foi significativa. Portanto, ¢ possivel afirmar que

a concentragdo menos vidvel serd a concentragdo de 7,90 X 106 spz por pogo, figura 31.

Concentragao 60x10E6 Concentragao 40x10E6
1.5 1.0
5 5 0.8
3 i
8 1.0 8 0.6
3 S 0.4
© ©
S 3
5 0.5 = 0.2
8 8
= S 0.0
0.0- 02-+—TF7—7—
1H 2H 3H 1H 2H 3H
Horas Horas
Concentragao 26,6x10E6 Concentragao 17,7x10E6
0.8 0.5
5 064 & 044
2 E]
S 04 8 03
T 0.2 °
3 3 0.1
S 007 S 0.0
02— T O——T—TT
1H 2H 3H 1H 2H 3H
Horas Horas
Concentracao 11,8x10E6 Concentragao 7,90x10E6
0.4 0.3
8 03 ]
R 3 021
S o2 S
3 S 0.1
© ©
T 014 b}
<} ¥
© © 0.0
S 0.0+ S
0T V=TT
1H 2H 3H 1H 2H 3H
Horas Horas

Figura 31-Diferencas obtidas em cada concentragdo, nas 3 horas de observagdo.

64



Analise por cada concentragdo, sem diferencas estatisticamente significativas. 3* hora de incubag¢@o com

maior viabilidade espermatica. Concentragio C5 (40x 10° spz) e C6 (40X 10° spz) com maior valor de viabilidade.

O reagente usado para a determinacdo da viabilidade celular, o PrestoBlue, que
apesar de ser relativamente recente no mercado e ndo existir muita bibliografia disponivel
sobre o mesmo, ¢ reconhecido como um reagente de acdo rapida, requerendo apenas um
periodo de incubacdo de 10 minutos, quando comparado com um reagente do mesmo
tipo, como o Alamar Blue, que necessita num maximo de 4 horas. Embora apresente
algumas limita¢des, como por exemplo a sensibilidade a luz e o tempo variado para que
desenvolva cor, que esta diretamente relacionado com as taxas metabdlicas das células
na cultura, o PrestoBlue demonstra ser um grande potencial como indicador de
viabilidade celular (Boncler, 2013).

Apesar de ter um periodo curto de incubagdo, a maior viabilidade atingida era
visivel ap0s as trés horas de incubagdo em todas as concentragdes testadas, mas, quanto
maior foi a concentracao de células por po¢o maior viabilidade celular foi atingida.

No entanto, existe uma desvantagem no armazenamento de placas com células em
teste. A atividade metabolica das células reduz a resazurina durante o processo de
armazenamento. Com um grande nimero de células e armazenamento prolongado, a
super-redu¢do da resazurina pode ocorrer e produzir um resultado incolor e
consequentemente, ndo fluorescente (Xu et al, 2015).

Abdelkader (2013) realizou um estudo em abelhas, utilizando PrestoBlue como
indicador de viabilidade celular na qualidade do sémen destes insetos e concluiu que este
reagente pode ser uma boa ferramenta a ser utilizada quando se fala em estudos de
viabilidade espermatica, pois ¢ um reagente de a¢do rapida. Neste estudo de Abdelkader
(2013), a microplaca foi mantida no escuro durante 10 minutos.

Akcha et al (2011), realizou um estudo que se concentrou nos efeitos genotoxicos
de dois herbicidas utilizados, em gametas e embrides de ostras e avaliou a viabilidade
espermatica das mesmas com o reagente PrestoBlue. O autor afirma que a viabilidade
espermatica também pode ser avaliada medindo a sua capacidade de reduzir a resazurina,
podendo assim comprovar que nenhum dos herbicidas utilizados teve impacto negativo

na viabilidade das células espermaticas.
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5. Conclusao

Com o avangar dos tempos modernos, o recurso a inseminagdo artificial em

equinos também tem aumentado. Como tal, ¢ importante recorrer a testes confidveis para

determinar a qualidade do sémen. A capacidade de determinar com algum rigor a

qualidade do sémen ira permitir a previsdo da fertilidade esperada de determinado

garanhdo. A realizacdo deste trabalho permitiu-me a aquisi¢do de novas competéncias e

o aperfeicoamento de outras:

Recolha de sémen de equinos

Avaliagdo sumaria de sémen — espermograma;
Preparacdo de sémen refrigerado;

Recolha de sémen de epididimo;
Congelamento de sémen;

Avaliacdo da viabilidade celular pela técnica do PrestoBlue.

Além disso, através deste trabalho foi ainda possivel concluir:

A congelagdo de sémen a partir do epididimo equino parece ser de facto
uma técnica com bastante utilidade para se recuperar potencial genético de
equinos, nos quais ndo foi possivel essa intervengdo previamente.

A castra¢do quimica apesar de induzir uma reduc¢io do volume escrotal e
uma melhoria comportamental nos garanhdes, possivelmente ndo
compromete definitivamente o seu potencial reprodutivo.

O PrestoBlue aparenta ser uma técnica fidvel para avaliar a viabilidade de
sémen equino em condic¢des de refrigera¢do e portanto, podera vir a ser
bastante util em futuros ensaios de viabilidade celular, sendo que a
avaliacdo da viabilidade celular do sémen equino refrigerado ¢, e
continuard a ser um ponto importante na utilizagdo da técnica da [A em
paises mais remotos e onde ndo seja possivel a expedicdo e entrega de

encomendas num curto especo de tempo.
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7. Anexos

7.1. Anexon°l

BotuCrio®

Intended Use: summary and explanation

BotuCrio® is a freezing extender optimized for freezing of equine sperm. It is suitable for both fresh as well as for EQquiPure™

treated sperm.

Components

Egg yolk Excipients
Carbo hydrates Cryo protectants
Amino acids Ultra Pure Water

Preservatives
Gentamicin (0.5 g/l)

Bottles and screw caps are M.E.A. tested

Storage and Stability

The temperature of the product should be below +10°C upon
arrival. If not to be used immediately, store at -20°C.
After opening, store at 2-8°C for up to 3 days.

Precautions and Warnings

e Do not use any solution which shows evidence of bacterial
contamination or if screw cork accidently comes in contact
with unsterile surfaces

e Do not use contents if tamper-evident seal is broken

Ordering Information

Description Volume Article No.
BotuCrio® 25mL* BTC-025
BotuSemen® (no water) 100mL BTSP-100
BotuSemen® (incl. water) 100mL BTS-100
SpermFilter® 1 pcs BTF-001
EquiPure™ 100mL EPB-100

*minimum order 10 x 25mL

For further technical information or assistance, please
contact your distributor or the manufacturer.

[:E www.nidacon.com

Manufacturer:

Nidacon, Fl6jelbergsgatan 16 B, SE-431 37 MéIndal, Sweden
Tel: +46-31-703 06 30, Fax: +46-31-40 54 15
E-mail: contact@nidacon.com, www.nidacon.com

BotuCrio_insert_XI08.indd 1

Procedures for using BotuCrio®

1. Thaw BotuCrio in 37°C water bath.
2. Shake well.

3. Let the BotuCrio rest for 5 minutes, then shake again
before use.

Freezing EquiPure™ treated sperm

1. Process the sperm according to the instructions for
EquiPure™

2. Transfer the pellet to a new tube containing BotuCrio®

3. Continue from instruction no. 3 below. Be careful not to
dilute the sperm pellet too much. The ratio should be
1/3 sperm pellet and 2/3 BotuCrio®

Freezing untreated sperm

1. Dilute raw semen 1:1 with BotuSemen® (room
temperature)

2. Concentrate sperm

a. by using BotuPharma SpermfFilter® or;

b. by using a cushion-Centrifugation for 10 minutes (room
temperature) at 500 x g and then remove the supernatant

3. Resuspend (room temperature) with sufficient amount of
BotuCrio® to achieve the number of straws to be frozen.
(The final concentration should be 200-400 million per ml
depending on the number of straws, usually 4-6 per dose.
The total number of sperm per dose should be 250 million
motile and normal sperm after thawing)

4. Load the 0.5 ml straws (room temperature)

5. Place the straws directly at 4-6°C for 20-30 minutes
(refrigerator)

6. Freeze in Nitrogen vapor (3-6 cm above the surface) for
15-20 minutes or if machine is used: 20-40°C per minute
until minus 120°C

7. Plunge in Liquid Nitrogen

8. Thaw in water bath at 46°C for 20 seconds or
37°C for 1 minute.

9. Check survival 10 minutes after thawing

Nidacon

INS-BTC-XI/08

2017-10-19 14:10:02
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7.2. Anexon°®?2

invitrogen

PRODUCT INFORMATION SHEET

PrestoBlue™ HS Cell Viability Reagent

Catalog Numbers P50200 and P50201
Pub. No. MAN0O18371 Rev. B.0

/AN

WARNING! Read the Safety Data Sheets (SDSs) and follow the handling instructions. Wear appropriate protective eyewear,
clothing, and gloves. Safety Data Sheets (SDSs) are available from thermofisher.com/support.

Contents and storage

Sufficient material is supplied for 1,000 x 96-well assays (Cat. No. P50200) or 10,000 x 96-well assays (Cat. No. P50201) based on the

protocol that is described in this document.

Component

Cat. No. P50200

Cat. No. P50201 Storage!!

PrestoBlue™ HS Cell Viability Reagent 1 x25mL (10X)

e Store at 2-8°C.

1x 100 mL (10X] ¢ Protect from light.

U1 When stored as directed, the kit is stable for 6 months from date of receipt.

* Fluorescence excitation and emission ranges: 540-570 nm and 580-610 nm.

Fluorescence excitation/emission maxima: 560/590 nm

* Absorbance: Monitor the absorbance of the cell viability reagent at 570 nm, using 600 nm as a reference wavelength (normalized to the

600-nm value).

Product description

Measuring changes in cell viability is a fundamental method for
evaluating cell health, determining genotoxicity, and evaluating
anti-cancer drugs. Cell health can be monitored by detecting
changes in several key indicators. These include changes to plasma
membrane integrity, DNA synthesis, DNA content, enzyme
activity, presence of ATP, and cellular reducing environment.

Monitoring changes to the cellular reducing environment or
metabolic activity by using resazurin-based reagents is a well-
established and reliable indicator of cell viability or death. On
entering live cells, the cellular reducing environment reduces
resazurin to resorufin, a compound that is red and highly
fluorescent. Viable cells continuously convert resazurin to
resorufin, increasing the overall fluorescence and color of the
media surrounding the cells. Also, the conversion of resazurin to
resorufin results in a pronounced color change, therefore cell
viability can be detected using absorbance-based plate readers.

As a consequence of the synthesis and manufacturing processes,
all resazurin-based reagents contain a detectable amount of highly
fluorescent resorufin contamination. The amount of the resorufin
contamination can vary greatly between sources of the material
and manufacturing conditions. The varying amounts of resorufin
contribute to differences in detectable background fluorescence.
More importantly, the contaminating resorufin and the resulting
higher background signal significantly reduces the signal to
background ratio and dynamic range of the assay.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

To improve the performance of the resazurin-based reagents, an
innovative process was developed and on implementation
removes the contaminating resorufin resulting in highly purified
resazurin, To create PrestoBlue  HS Cell Viability Reagent, the
highly purified resazurin has been formulated with a proprietary
buffering system.

Il PrestoBlue
[] PrestoBlue Hs

Background only RFU (+ SEM)

Figure 1 Reduction of background fluorescence displayed with
PrestoBlue™ HS reagent compared to PrestoBlue™ reagent

100 pL of complete growth media was added to several wells of a 96-
well plate. 10 pL of either PrestoBlue” HS or PrestoBlue” reagent was
added to the wells containing complete growth media and the
fluorescence was detected at various times post-addition. The
PrestoBlue” HS consistently displays a >50% reduction in background
fluorescence.

On comparison, PrestoBlue HS reagent displays a significant
reduction in background fluorescence (Figure 1) and a greatly
increased signal to background ratio (Figure 2).

ThermoFisher
SCIENTIFIC
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Figure 2 PrestoBlue™ HS displays a significant increase in the
signal to background ratio

A549 cells were seeded at 5,000 cell/well and incubated overnight to
allow for attachment. 10 pL of PrestoBlue” HS or PrestoBlue’ reagent
was added to the wells containing 100 pL of complete growth media
and the attached cells. At various time points post-addition the
fluorescence was measured. The results show the >100% increase in
the signal to background ratio for the PrestoBlue” HS versus the
PrestoBlue reagent.

Unlike other resazurin-based reagents, the PrestoBlue HS Cell
Viability Reagent has been formulated with a proprietary
buffering system that resulted in a reagent with a physiological
pH range optimal for the fast determination of mammalian cell
viability. Cell viability can be detected with a short 10-minute
incubation with the PrestoBlue  HS Cell Viability Reagent.

The PrestoBlue HS Cell Viability Reagent is a complete add and
read, nontoxic reagent that does not require cell lysis. The highly
purified resazurin that is used for PrestoBlue  HS results in a
reagent with a >50% decrease in background fluorescence and a
>100% increase in the signal to background ratio. Since no lysis is
required the diluted PrestoBlue  HS solution can be removed,
then replaced with complete growth media and the cells cultured
further.

Seed and treat cells

1. One day before your experiment, seed cells into a 96-well
plate containing 100 uL/well of cell culture medium.
Note: If you are using a 384-well plate, use 50 uL/well of cell
culture medium.

2. Incubate the cells overnight in a 37°C incubator using the
appropriate CO, percentage.

3. (Optional) Treat cells with the test compound 24-72 hours

before performing the viability with the cell viability reagent.

Determine cell viability

1. Warm the cell viability reagent to room temperature before
use.

2. Add 1/10th volume of cell viability reagent directly to cells in
culture medium according to the following table.

Volume of 10X cell
Volume of cells + A
Format . viability reagent to
medium
add
Cuvette 900 pL 100 pL
96-well plate 90 pL 10 uL
384-well plate 36 uL 4yl

3. Incubate for >10 minutes at 37°C in a cell culture
incubator, protected from direct light.

Note: Longer incubation times increase the sensitivity of
detection. We recommend using up to a 3-hour incubation
time to increase sensitivity. As this is a live cell assay,
readings can be taken at multiple time points.

4. Record results using the following fluorescence or
absorbance values:

* Fluorescence: Read fluorescence using a fluorescence
excitation wavelength of 560 nm (excitation range is
540-570 nm) and an emission of 590 nm (emission range
is 580-610-nm).

* Absorbance: Monitor the absorbance of reagent at
570 nm, using 600 nm as a reference wavelength
(normalized to the 600-nm value).

Note: Assay plates or tubes can be wrapped in foil, stored at
4°C, then read in 1-3 days without affecting the fluorescence
or absorbance values.

5. (Optional) Add 50 uL of 3% SDS directly to 100 uL of cells in
cell viability reagent to stop the reaction.

Limited product warranty

Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their
products as set forth in the Life Technologies' General Terms and
Conditions of Sale at www.thermofisher.com/us/en/home/global/
terms-and-conditions.html. If you have any questions, please
contact Life Technologies at www.thermofisher.com/support.

For descriptions of symbols on product labels or product documents, go to thermofisher.com/symbols-definition.

I Life Technologies Corporation | 29851 Willow Creek | Eugene, OR 97402

The information in this guide is subject to change without notice.

DISCLAIMER: TO THE EXTENT ALLOWED BY LAW, THERMO FISHER SCIENTIFIC INC. AND/OR ITS AFFILIATE(S) WILL NOT BE LIABLE FOR SPECIAL, INCIDENTAL, INDIRECT,
PUNITIVE, MULTIPLE, OR CONSEQUENTIAL DAMAGES IN CONNECTION WITH OR ARISING FROM THIS DOCUMENT, INCLUDING YOUR USE OF IT.

Important Licensing Information: These products may be covered by one or more Limited Use Label Licenses. By use of these products, you accept the terms and conditions of all

applicable Limited Use Label Licenses.

©2019 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. All trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific and its subsidiaries unless otherwise specified.

thermofisher.com/support | thermofisher.com/askaquestion

thermofisher.com

7 January 2019
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7.3. Anexon®3

- 11 de Maio: Puro Sangue Lusitano #4 — 6 anos

1°- Concentracido de Espermatozoides:

Ao observar a camara de Neubauer ao microscopio, contaram-se 311

espermatozoides.

311: 6 = 51,83 spz's

51,83 x 16 x 10 x 10* = 829,28 x 10° =
[1=82,93 x 10°spz’s/ml

2% Numero total de spz por ejaculado:

O volume total do ejaculado foi de 20 ml.

[ 1 x mldo ejaculado = 82,93 x 10° x 20 = 1658,6 x 10°
= 16,59 x 108 células /ejaculado

3° Plaqueamento:

Concentragdo Inicial: Ci = 82,93 x 10° spz/ml
Concentragio final: Cf = 60 x 10° spz/ml
Volume final: Vf=2ml

Volume inicial: vi =?7?

Civi=CfVf ~8293 x10° x Vi=60 x 2 =~ 8293 x10°Vi =120 x 10°® »~
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120

~Vi= 5793

= 1,45 ml de semen para o plaqueamento

2ml — 1,45 sémen = 0,55 ml de meio

- 13 de Maio: Puro Sangue Lusitano #5 — 15 anos

1°- Concentracido de Espermatozoides:

Ao observar a camara de Neubauer ao microscopio, contaram-se 120

espermatozoides.

120 : 6 = 20 spz's

20 X 16 x 5 x 10* =
[1=16,00 x 10° spz’s/ ml

2% Nuamero total de spz por ejaculado:

O volume total do ejaculado foi de 55 ml.

[ 1 x mldo ejaculado = 16,00 x 10° x 55 =800 x 10°

= 8,8 x 108 células /ejaculado

3° Plaqueamento:

Nota: Como a concentrac¢do inicial é menor que os 60 X 10° spz/ml, deve-se

considerar os 6 ml nos calculos.
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Concentragio Inicial: Ci = 16 x 10° spz/ml
Concentragio final: Cf = 60 x 10° spz/ml
Volume final: Vf=??

Volume inicial: vi = 6 ml

Civi=CfVf =16 x10° x 6 =60 X 10° X vf =
96
=~Vf = 0" 1,6 ml de semen para o plaqueamento
-Numero de espermatozoides em 6ml:

16 X 10° X 6 = 96 X 10° spz em 6 ml

5,5 ml de sémen +
meio

- Para confirmar se existem células

suficientes para a placa:

%o Centrifugar para
6 _ 6 concentrar os
1,5ml X 60 X 10° =96 x 10 R espermatozoides

1,5 ml de sémen+ meio

- 18 de Maio: WB #1 — 5 anos

1°- Concentracio de Espermatozoides:

Ao observar a camara de Neubauer ao microscopio, contaram-se 426

espermatozoides.
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426 : 6 = 71 spz's

71 X 16 x 10 x 10* = 1136,6 x 10° =
[]=113,6 x 10°spz’s/ml

2% Numero total de spz por ejaculado:

O volume total do ejaculado foi de 25 ml.

[ 1 x mldo ejaculado = 113,6 x 10° x 25 = 2840 x 10°
= 28,40 X 108 células /ejaculado

3° Plaqueamento:

Concentragdo Inicial: Ci = 113,6 x 10° spz/ml
Concentragio final: Cf = 60 x 10° spz/ml
Volume final: Vf=2ml

Volume inicial: vi =?7?

Civi=CfVf ~113,6 x 106 X Vi=60 X 2 =~
120
113,6

~Vi= = 1,06 ml de semen para o plaqueamento

2ml— 1,06 sémen = 0,94 ml de meio

18 de Maio: WB #2 — 8 anos

1°- Concentracio de Espermatozoides:
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Ao observar a camara de Neubauer ao microscopio, contaram-se 350

espermatozoides.

350 : 6 = 58,33 spz’s

58,33 x 16 x 10 x 10* = 933,28 x 10° =
[1=93,33 X 10°spz’s/ml

2% Nuamero total de spz por ejaculado:

O volume total do ejaculado foi de 50 ml.

[1x mldo ejaculado = 93,33 x 10° x 50 = 4666,5 x 10°
= 46,665 X 108 células /ejaculado

3° Plaqueamento:

Concentragdo Inicial: Ci = 93,33 x 10° spz/ml
Concentragio final: Cf = 60 x 10° spz/ml
Volume final: Vf=2ml

Volume inicial: vi =?7?

Civi=CfVf ~93,33 x10°® x Vi=60 x 2 =~
_ 120
"~ 93,33

~ Vi = 1,29 ml de semen para o plaqueamento

2ml— 1,29 sémen = 0,71 ml de meio

6 de Julho: Puro Sangue Lusitano #6 — 17 anos
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1°- Concentracido de Espermatozoides:

Ao observar a camara de Neubauer ao microscopio, contaram-se

espermatozoides.

758 : 6 = 126,3 spz's

126,3x 16 x 10 x 10* = 2016 x 10° =
[1=201,6 x 10°spz’s/ml

2% Nuamero total de spz por ejaculado:

O volume total do ejaculado foi de 16 ml.

[1x mldo ejaculado = 201,6 X 10® x 16 = 3225,6 x 10°
= 32,26 X 108 células /ejaculado

3° Plaqueamento:

Concentragdo Inicial: Ci = 201,6 x 10° spz/ml
Concentragio final: Cf = 60 x 10° spz/ml
Volume final: Vf=2ml

Volume inicial: vi =?7?

Civi=CfVf ~201,6x105 x Vi=60 X 2 ~
120
201,6

= Vi =

= 0,59 ml de semen para o plaqueamento

2ml— 0,59 sémen = 1,41 ml de meio

758

81



6 de Julho: Puro Sangue Lusitano #7 — 19 anos

1°- Concentracido de Espermatozoides:

Ao observar a camara de Neubauer ao microscopio, contaram-se 408

espermatozoides.

408 : 6 = 68 spz's

68 x 16 x 10 x 10* = 1088 x 10° =
[1=108,8 x 10° spz’s/ ml

2% Nuamero total de spz por ejaculado:

O volume total do ejaculado foi de 40 ml.

[ 1 x mldo ejaculado = 108,8 x 10° x 40 = 4352 x 10°
= 43,52 X 108 células /ejaculado

3° Plaqueamento:

Concentragdo Inicial: Ci = 108,8 x 10° spz/ml
Concentragio final: Cf = 60 x 10° spz/ml
Volume final: Vf=2ml

Volume inicial: vi =?7?

Civi=CfVf ~1088 x10° X Vi=60 X 2 =~
120
108,8

~Vi= = 1,10 ml de semen para o plaqueamento
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2ml—1,10 sémen = 0,9 ml de meio

-14 de Setembro: Puro Sangue Lusitano #8 — 16 anos

1°- Concentracido de Espermatozoides:

Ao observar a camara de Neubauer ao microscopio, contaram-se 404,5

espermatozoides.

404,5: 6 = 67,3 spz's

67,3 X 16 x 10 x 10* = 1076,8 x 10° =
[1=107,7 x 10° spz’s/ml

2% Nuamero total de spz por ejaculado:

O volume total do ejaculado foi de 25 ml.

[1x mldo ejaculado = 107,7 x 10° x 25 = 2692,5 x 10°
= 26,93 X 108 células /ejaculado

3° Plaqueamento:

Concentragdo Inicial: Ci = 107,7 x 10° spz/ml
Concentragio final: Cf = 60 x 10° spz/ml
Volume final: Vf=2ml

Volume inicial: vi =?7?
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Civi=CfVf ~107,7 x 106 X Vi=60 X 2 =~
120

~Vi= 1077

= 1,11 ml de semen para o plaqueamento

2ml—1,11 sémen = 0,89 ml de meio

-14 de Setembro: Puro Sangue Lusitano #9 — 21 anos

1°- Concentracido de Espermatozoides:

Ao observar a camara de Neubauer ao microscopio, contaram-se 288,5

espermatozoides.

288,5: 6 = 48,08 spz's

48,08 x 16 x 15 x 10* = 11539,2 x 10* =
[]=1154 X 10°spz’s/ml

2% Nuamero total de spz por ejaculado:

O volume total do ejaculado foi de 30 ml.

[ 1 x mldo ejaculado = 115,4 x 10° x 30 = 3462 x 10°
= 34,62 X 108 células /ejaculado

3° Plaqueamento:

Concentragdo Inicial: Ci = 115,4 x 10° spz/ml
Concentragio final: Cf = 60 x 10° spz/ml
Volume final: Vf=2ml
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Volume inicial: vi =?7?

Civi=CfVf ~1154 x 106 X Vi=60 X 2 =~
120
115,4

~Vi= = 1,04 ml de semen para o plaqueamento

2ml— 1,04 sémen = 0,96 ml de meio
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