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1. INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (IA) com sémen a fresco ou refrigerado ¢ uma ferramenta
que, ao ser empregada adequadamente, proporciona boa eficiéncia reprodutiva, com a
obtencdo de taxas de prenhez e nascimento similares a monta natural (MN).

O armazenamento e o transporte de sémen, seja pela congelagdo ou refrigeracao,
permitem direcionar melhor os acasalamentos através da utilizagdo de garanhdes
geneticamente superiores que, na maioria das vezes, ficam alojados nas centrais de
reproducao.

A TA com sémen congelado ainda tem questdes técnicas a serem solucionadas, como a
variag¢do individual frente a criopreservacao, o baixo rendimento de doses por ejaculado, o
intenso manejo das éguas durante as inseminagdes, maior custo por prenhez, além da grande
oscilacdo das taxas de prenhez em relagdo as obtidas com MN ou A com sémen a fresco ou
refrigerado (Ball, 1998a; Backman et al., 2004). Desta forma, a IA com sémen refrigerado
vem sendo amplamente utilizada nas tltimas décadas, mesmo antes de algumas associagdes
de raca oficializarem a sua aplicacdo como método de acasalamento, pois muitos criadores
evitam deslocar as éguas até o local onde encontram-se os garanhdes.

Padilla e Foote (1991) e Amann e Graham (1993) citam que a manuten¢do da
fertilidade dos espermatozoides ¢ importante durante a refrigeracdo, transporte e até o
momento da inseminacdo. Qualquer alteragdo que ocorra durante a produ¢do, colheita e o
armazenamento do gameta masculino, até o seu contato com o ovdcito, podera afetar o
processo de fecundagdo. Assim, para a obtencao de bons resultados da IA, os espermatozdides
deverdo apresentar integridade funcional e estrutural, até o momento da fertilizagao.

A presente revisdo tem como objetivo geral abordar aspectos relacionados a
preservacao espermatica pela refrigeracdo que possam interferir na fertilidade in vivo e, como
objetivo especifico, testar a eficiéncia de dois containers (CP1 e CP2) para a preservacdo do

sémen eqiiino e sua fertilidade apds armazenamento por 24 e 48 horas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas do Espermatozdide Eqiiino

Os espermatozdides sao células complexas que t€ém como principal fungao fertilizar o
ovocito, o que depende da integridade estrutural e funcional dos diferentes compartimentos
celulares (Aurich, 2005).

Para ser capaz de fertilizar, o espermatozoide deve apresentar: a) potencial metabolico
para producao de energia; b) motilidade progressiva; c) proteinas na membrana plasmatica
(MP) essenciais para sua sobrevida no trato reprodutivo da fémea, para a supressdo da
imunidade local, interagdes com células epiteliais e ligagdo ao ovocito; d) distribuicdo de
lipideos, nas membranas acrossomais e plasmadtica, que as estabilize até o momento da
fertilizagdo, quando ocorrerd a fusdo das membranas plasmatica e acrossomal externa; e)
enzimas acrossomais necessarias para a penetragdo através da zona pelucida (ZP); e f) MP
integra que permita a ocorréncia da rea¢do do acrossoma, liga¢do e penetragdo através da ZP
do ovoécito (Amann e Graham, 1993; Squires et al., 1999; Aurich, 2005).

Pode-se dividir o espermatozdide em diferentes regides: cabeca, colo, peca
intermediaria, peca principal e peca terminal (Barth e Oko, 1989). Envolvendo toda a célula
existe a MP que ¢ composta de uma dupla camada de lipideos, proteinas e carboidratos. Em
cada compartimento da membrana sua composicao molecular ¢ diferente, o que faz com que
ela se comporte de forma distinta frente as variacdes sofridas pela célula, tais como:
alteragdes de temperatura, osmolaridade e pH.

Os lipidios predominantes da MP sdo os fosfolipidios e o colesterol. Os fosfolipidios
sdo orientados com a cabeca hidrofilica para o compartimento extracelular e a cauda
hidrofébica direcionada para o centro da membrana. A bicamada lipidica ¢ a base universal da
estrutura da membrana celular (Alberts et al., 1999).

Os carboidratos encontrados na superficie da MP tém importante papel na adesao entre
as células, como por exemplo no reconhecimento do ovocito pelo espermatozodide (Alberts et
al., 1999).

A MP a temperatura corporal ¢ fluida, ou seja, seus componentes como lipidios,
proteinas e carboidratos interagem continuamente (Suarez, 1998).

A incapacidade dos espermatozdides em sintetizar RNA limita sua capacidade de
regeneragdo, conseqiientemente o gameta ndo ¢ capaz de reparar danos celulares (Squires et

al., 1999).
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Ball (1998b) ratificaram a necessidade de cuidados especiais durante a manipulagao do
sémen a fim de se preservar a integridade de todos os compartimentos da célula para

maximizar o seu potencial fertilizante.

2.2. Fatores que Afetam a Qualidade do Sémen Eqiiino Refrigerado

2.2.1. Lesao celular induzida pelo frio

A temperatura corporal o metabolismo espermético é alto e a cada 10°C de sua queda,
este se reduz em cerca de 50%. Quando os espermatozodides sdo mantidos a 5°C, apenas 10%
de seu metabolismo € necessario para sua sobrevivéncia quando comparado a preservagao a
38°C. Desta forma, a refrigeragio reduz o catabolismo espermatico, o que ¢é necessario para a
preservacao do ejaculado por longos periodos (Squires et al., 1999).

Envolvendo toda a célula espermatica existe a membrana plasmatica (MP) que ¢
composta por uma dupla camada de lipideos, proteinas e carboidratos. As membranas
espermaticas sao as estruturas mais afetadas pelo choque térmico (Amann e Graham, 1993).
Os danos causados pelo estresse térmico sao decorrentes de danos estruturais diretos, como a
ruptura das membranas ou, indiretos por alteracdes das fungdes celulares (Squires et al.,
1999).

Quaisquer modificagdes na organizagdo em mosaico fluido da membrana, como
assimetrias na bicamada lipidica e sua interagao com as proteinas, podem provocar alteracdes
nos receptores de membrana, o que altera suas funcdes.

A MP, afetada pelo frio, pode sofrer mudancas na permeabilidade, funcionais e
metabolicas, prejudicando a motilidade e a capacidade fecundante dos espermatozdides
(Amann e Graham, 1993).

As proteinas intracelulares também sdo afetadas pela refrigera¢do, ou seja, quando a
temperatura ¢ reduzida, as fungdes enzimdticas também o sdo. Proteinas envolvidas no
transporte de substincias através da membrana também tém reducdo de sua atividade sob
baixas temperaturas (Amann e Graham, 1993).

Com a redugdo da temperatura os lipidios da membrana passam de um estado fluido,
no qual as cadeias de acidos graxos sdo relativamente desorganizadas, para um estado de gel,

em que as cadeias dos acidos graxos sao rigidas e paralelas. Esta fase é chamada de transi¢ao
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e para o s€émen eqiiino ocorre por volta dos 20,7°C. Cada tipo de lipidio passa por esta fase a
uma determinada temperatura especifica (Amann e Graham, 1993).

Os espermatozoides de algumas espécies sdo muito resistentes ao choque térmico e
estes, normalmente, possuem altas concentragdes de colesterol na membrana plasmatica. O
colesterol estabiliza a membrana plasmatica e reduz a temperatura na qual esta passa pela fase
de transicdo e, em altas concentragdes, pode eliminar esta fase (Stryer, 1992; Alberts et al.,
1999). Os autores relataram uma melhora da motilidade espermatica ao adicionar colesterol
no meio diluidor para refrigeracdo de sémen eqiiino durante 24 e 48 horas. Além disso,
garanhdes que apresentavam sémen com baixa resisténcia a refrigeracdo, obtiveram 50% de
aumento na motilidade espermatica apos a adicao do colesterol.

Os carboidratos encontrados na superficie da MP tém importante papel na adesao entre
as células, como por exemplo, no reconhecimento do ovocito pelo espermatozoide (Alberts et
al., 1999). A composic¢do glicolipidica da membrana plasmatica parece estar relacionada ao
grau de suscetibilidade dos espermatozoéides as taxas de refrigeracdo. Parks e Lynch (1992)
verificaram um alto grau de resisténcia dos espermatozoéides de galos as taxas de refrigeracao
rapidas e isso deve estar relacionado aos componentes glicolipidicos da membrana dos
espermatozodides desta espécie.

Portanto, se as membranas celulares estiverem protegidas durante a refrigeracao e as
fungdes espermadticas forem preservadas até o momento da inseminagdo, se espera que ocorra
um aumento da longevidade dos espermatozdides por reducdo na utilizacdo das reservas de
ATP, possibilitando que o ejaculado seja utilizado por longos periodos apds sua colheita

(Varner et al., 1989).

2.2.2. Equipamentos utilizados para a refrigeracio e transporte do sémen eqiiino

Consultando a literatura, Silva Filho et al. (1994) compilaram as metodologias
empregadas para a preservacdo do sémen eqliino refrigerado e diferentes containers sao
citados, dentre eles: Sarstedt, EqﬁitainerTMl, Celle, MSP 1 e 2, desenvolvidos por
pesquisadores holandeses, americanos, alemaes e brasileiros, respectivamente.

Em relacdo aos containers, Silva Filho et al. (1994) relatam que estes devem atender

as seguintes exigéncias: a) completo isolamento térmico do meio exterior; b) obtencao de taxa

! Hamilton-Thorn Research, Danvers, MA, USA.
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de resfriamento lenta (ideal = -0,33 C/min.); c¢) manutengio da temperatura pelo maior tempo
possivel apos a estabilizacdo (4-8 C); d) protecdo do sémen; e) estrutura forte, para permitir o
uso de diferentes meios de transporte e f) ser simples, barato, leve e de facil manuseio.

Existem sistemas ativos e passivos para a preservagdo do sémen, sendo que os
passivos possuem a vantagem de ser mais baratos, porém possuem taxa de refrigeracdo
dependente de fatores como a temperatura ambiente, volume e temperatura inicial da amostra.
J4, os sistemas ativos, embora possuam taxas de refrigera¢do pré-determinadas, sdo caros e de
pouca utilidade pratica em condi¢des de campo, onde o sémen de um mesmo garanhdo ¢é
enviado para diferentes localidades durante a estagdo de monta (Valle et al., 1999).

Desde a introdugdo do Equitainer' ™ no mercado (Douglas-Hamilton et al., 1984),
varios outros containers vém sendo desenvolvidos. Atualmente, existem diversos modelos
comerciais: Equitainer ™, Equitainer ™, Equitainer ™, ExpectaFoalTMz, Bio-Flite™",
Lane STS™* ¢ Equine Express'™". Estes equipamentos possuem sistema de refrigeracio

passiva com diferentes taxas de refrigeracdo e temperatura final de estocagem. Os Equitainer

ITMI IITMI

e sd0 muito resistentes e, desta forma, possuem recomendagdo para sua
reutilizagdo. Porém, o alto custo para sua aquisi¢do e a necessidade de retorno ao haras de
origem, tem desencorajado alguns criadores a utiliza-los (Brinsko et al., 2000b).

A temperatura ambiente a qual os containers sao expostos tem impacto sobre as taxas
de refrigeracdo e temperatura final de estocagem da amostra em seu interior, influenciando
algumas caracteristicas seminais (Malmgren, 1998).

Brinsko et al. (2000b) estudaram o efeito de diferentes temperaturas ambiente, -20°C,
22°C e 37°C, sobre sete containers ¢ apesar destes terem respondido de forma distinta, todos
sofreram maior impacto sobre as caracteristicas de refrigeracdo e preservacao da motilidade
da amostra quando expostos ao ambiente de -20 C, ndo havendo diferenga entre as demais
temperaturas. No entanto, Valle et al. (1999) ao utilizarem o container Celle modificado,
observaram que a temperatura ambiente influenciava as taxas iniciais de refrigeragdo e, estas
eram mais rapidas em condicdes laboratoriais, em torno de 22°C, que aquelas obtidas ao
submeter o container ao transporte rodoviario, quando havia insolacdo direta sobre o mesmo,
com valores de -0,25°C e -0,11°C, respectivamente. Portanto, deve se ter cautela na utilizagao

de equipamentos testados apenas em nivel de laboratorio.

2 Expecta, Parker, CO, USA.

3 Anaheim Hills Equine Products, Anaheim Hills, CA, USA
4 Lane Manufacturing Inc., Denver, CO, USA.

5 MP& Associates, Des Moines, 1A, USA.
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Atualmente, no Brasil, ja existem alguns modelos de container comercialmente
disponiveis, sendo eles: Botu-Box® ¢ Botutainer®, fabricados pela Biotech Botucatu e Max-
Sémen Express® revendido pela E.H.G. Agrofarma. Os fabricantes informam que a
temperatura final de armazenamento do Botu-Box® e Max-Sémen Express® ¢ de
aproximadamente 15'C e a do Botutainer®, de aproximadamente 5 C.

Para melhor informar os consumidores, os containers devem apresentar suas
especificagdes técnicas como a taxa de refrigeracdo, temperatura final e tempo maximo de
estocagem. Comparagdes entre taxas de concepgdo obtidas pela estocagem do sémen em
diferentes containers podem ser perigosas por estes apresentarem caracteristicas de
preservagdo distintas (Silva Filho et al., 1994). Desta forma, a escolha do equipamento mais
adequado para refrigerar e transportar o s€émen eqiliino ¢ um fator importante para assegurar

uma maior longevidade espermatica e boa eficiéncia reprodutiva.

2.2.3. Taxa de refrigeracdo do sémen eqiiino

Para a manutencao da capacidade fertilizante da célula espermatica, ¢ fundamental que
suas membranas estejam integras. Aurich (2005) define como conseqiiéncias do choque-
térmico as alteracdes caracterizadas por um modelo anormal de deslocamento e rapida queda
da motilidade espermatica, lesdes nas membranas, reducao do metabolismo, perda de enzimas
e de outros componentes intracelulares.

Ao se resfriar o sémen de 37C a 5°C a taxa de refrigeragdo deve ser controlada,
principalmente entre 19°C e 8°C, intervalo este em que pode ocorrer o choque-térmico (Moran
et al., 1992), pois os lipideos da membrana estdo passando pela fase de transi¢do, indo do
estado fluido para o gel (Stryer, 1992). Os danos celulares podem ser minimizados pela
adicdo de lipideos (gema do ovo) ou lipoproteinas (leite) ao diluidor (Amann e Graham, 1993;
Graham, 1996).

Douglas-Hamilton et al. (1984) verificaram que tanto taxas de refrigeragdo iniciais
superiores a -1 C/min., como taxas de refrigeracdo muito lentas (<0,05 C/min) eram deletérias
para a motilidade e morfologia espermaticas. Com isso os pesquisadores idealizaram um
container com taxa de refrigeragdo inicial de aproximadamente -0,3 C/min. De fato, Province
et al. (1985) verificaram uma reducdo significativa da motilidade espermatica quando
compararam a imersdo direta do s€men em agua a 5°C com taxas de refrigeragdo de -1,0, -0,5
e -0,2'C/min. Da mesma forma, Varner et al. (1989) verificaram que taxas de refrigeracio

mais lentas (-0,240 + 0,042'C/min.), durante os primeiros 15 minutos, proporcionaram



15

melhores valores de motilidade quando comparadas as taxas mais rapidas (-1,091 +
0,003 C/min.) (p<0,05). Por outro lado Mattos (1995), ao utilizar uma taxa de refrigeracio
inicial de -1,0'C/min., ndo observou diferenca significativa (p>0,05) entre os indices de
prenhez obtidos com sémen fresco e refrigerado por 24 horas a 4 C, sendo eles de 75,7% e
58,6%, respectivamente.

De acordo com Ferreira (1993) os componentes do diluidor modificaram o tempo de
preservagdo do sémen de jumentos, pois ao verificar o efeito da taxa de refrigeracdo sobre a
longevidade espermatica, aferida através da motilidade total, progressiva e vigor, ndo houve
diferenca entre as taxas de —O,6°C/min., —O,3°C/rnin. e —O,ZOC/min., quando o sémen foi diluido
em meio a base de leite, porém, para o diluente a base de gema de ovo, a taxa de refrigeracao
de -0,6 C/min. resultou em maior longevidade.

Parece haver consenso entre os pesquisadores sobre a necessidade de se utilizar taxas
de refrigeracdo lentas, ndo superiores a —O,OSOC/min, entre 19 e 8°C, pois esta ¢ a fase critica
de ocorréncia das lesdes nas membranas espermaticas (Kayser et al., 1992; Moran et al.,

1992; Amann e Graham, 1993; Squires et al., 1999).

2.2.4. Temperatura final de estocagem e tempo de preservaciao do sémen eqiiino

refrigerado

A temperatura e o tempo de armazenamento do sémen tém efeito sobre as
caracteristicas de motilidade espermatica, as taxas de prenhez e os processos decorrentes do
envelhecimento celular.

A temperatura ideal de estocagem do sémen tem sido discutida pelos pesquisadores e
dela dependem processos relacionados as lesdes espermaticas causadas pelo frio, a taxa de
crescimento microbiano e o estresse oxidativo das membranas.

Estudando o efeito de quatro temperaturas sobre a motilidade espermatica, durante 36
horas de armazenamento, Province et al. (1985) verificaram que o sémen estocado a 20°C e
15°C apresentou valores superiores de motilidade do que a 10°C ou 5°C (p<0,05), enquanto
Varner et al. (1988) e Varner et al. (1989), constataram que a estocagem entre 4Ce5C por
24 horas resultou em maior motilidade espermatica que entre 20°C a 25°C, com taxa de
prenhez de 73% para ambas as faixas de temperatura.

Para uma adequada preservacdo do ejaculado Varner et al. (1989) sugerem que a
resisténcia do ejaculado dos garanhdes a refrigeracdo deve ser analisada, antes do

estabelecimento de uma temperatura ideal de armazenamento do sémen. Batellier et al. (2001)
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verificaram que para alguns garanhdes a estocagem do sémen a 15 C por 24 horas foi mais
eficiente que a 5°C, com aumento da longevidade espermatica e melhores indices de prenhez.
Ja, Ball (1998b) relata que existe uma redugao significativa da fertilidade quando o sémen ¢
estocado por 24 horas a 20°C, quando comparada aquela obtida apos preservacido a 5 C.

Love et al. (2001) verificaram que a temperatura de estocagem teve efeito sobre a
integridade da cromatina espermatica, sendo que temperaturas mais baixas como 5 C
mostraram-se mais eficientes, de 7 até 46 horas de armazenamento do sémen, quando
comparadas a preservagio a 20 C.

Lindsey et al. (2005) avaliaram qual seria a temperatura ideal para o armazenamento
do ejaculado, por um periodo de 18 horas, antes do processo de sexagem. Embora as taxas de
prenhez ndo tenham diferido estatisticamente (p>0,05), foram de 72% e 55% para o sémen
conservado a 15°C e 5°C, respectivamente.

Pelo exposto verifica-se que ha controvérsias entre os resultados de pesquisas quanto a
temperatura ideal de estocagem para o sémen eqiiino, sendo que alguns demonstram que a
preservagdo entre 15 e 20°C é superior na conservacio das caracteristicas seminais e
fertilidade, enquanto outros afirmam ser superior a estocagem entre 4 ¢ 5°C.

A conservagdo do ejaculado por pelo menos 24 horas é importante, pois este €, na
maioria das vezes, o tempo necessario para que o sémen dos garanhdes seja transportado e
recebido pelos haras para a sua utilizagao na IA (Squires et al., 1999). O armazenamento por
periodos superiores pode desencadear processos bioquimicos que comprometem a fertilidade
dos gametas, como a capacitagdo espermatica prematura durante a estocagem que resultara na
diminui¢do da capacidade de penetrar e fertilizar o ovécito (Pommer et al., 2002).

As alteragdes espermaticas causadas pelo envelhecimento podem ser decorrentes de
instabilidade nuclear, perda de componentes intracelulares e, em especial, da peroxidag¢do
lipidica (Amann e Graham, 1993).

Apbs a ejaculacdo e durante a manipulacdo, o sémen fica exposto a diversos fatores,
sobretudo ao processo de peroxidagdo dos lipideos da MP promovido pelas espécies reativas
de oxigénio (ROS) (Boe-Hansen et al., 2005; Funahashi e Sano, 2005; Kankofer et al., 2005).

Estudos conduzidos por Ball et al. (2001) apontam a importancia do estresse
oxidativo, causado pelas ROS, sobre a fun¢do espermatica do s€émen preservado por longos
periodos. Os autores sugerem que a H,O, parece ser a ROS que estd associada com os
maiores danos aos espermatozoides, que sdo caracterizados pela perda de motilidade.

A alta concentracdo de 4cidos graxos insaturados na membrana plasmatica dos

espermatozodides favorece o estresse oxidativo sofrido por essas células (Aurich, 2005).
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Assim, os lipidios podem ser desestabilizados pelos radicais livres que sdo gerados pelos
proprios espermatozdides Ball et al. (2001).

Os residuos metabolicos, como 4cido latico e/ou CO,, podem aumentar a acidez do
sémen causando prejuizos celulares irreversiveis pela peroxidacdo dos lipidios da membrana.
Uma leve oxidagdo parece promover a capacitagdo, entretanto o estresse oxidativo acarreta
prejuizos a membrana que resultam em perda da motilidade e redugdo da fertilidade (Aurich,
2005).

Substancias antioxidantes como a glutationa peroxidase, superoxido dismutase e a
catalase, presentes no plasma seminal, controlam o balango entre a producdo de ROS e sua
neutralizacao (Kankofer et al., 2005).

A refrigeragdo do sémen reduz sua atividade metabolica, portanto, a produgdo de ROS,
conforme apontam os resultados de Kankofer et al. (2005) que estudando a concentragdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), como um indicador da peroxidagao
lipidica, ndo acusaram aumento desta substincia durante a estocagem do sémen eqiiino a 5'C
por 24 horas, concluindo que a peroxidacdo lipidica ndo aumentava, substancialmente,
durante o armazenamento do s€émen nestas condi¢des, conferindo assim maior longevidade

aos gametas.

2.2.5. Dilui¢ao do sémen eqiiino para refrigeracao

Os diluidores de sémen s3o solugdes destinadas a proteger os espermatozoides de
condigdes desfavoraveis e prolongar sua sobrevivéncia durante a refrigeragdo e o transporte,
além de apresentarem a vantagem de aumentar o volume da dose inseminante e auxiliarem na
avaliagdo do sémen (Pickett e Shiner, 1994; Ball, 1998b; Darenius, 1998). Para avaliar a
qualidade do meio diluidor devem ser aferidas a pressdo osmdtica ¢ o pH ¢ estes, devem
apresentar valores entre 300 a 350 mOsm e 7,0 a 7,2, respectivamente (Darenius, 1998).

Uma caracteristica importante dos diluidores utilizados na preservacdo do sémen
refrigerado ¢ sua capacidade de estabilizar as membranas espermaticas durante a fase de
transi¢do, momento no qual ocorrem as maiores lesdes celulares. Assim, para minimizar os
danos causados pelo choque térmico uma variedade de substancias pode ser adicionada ao
meio diluidor (Kenney et al., 1975).

Os diluentes utilizados para preservagdo do sémen eqiiino refrigerado, geralmente,

possuem leite e/ou gema de ovo como um dos componentes (Heitland et al., 1995).
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A gema de ovo confere protecdo aos espermatozodides contra o choque térmico e essa
acdo protetora se deve as lipoproteinas de baixa densidade (Amann e Graham, 1993), que
permanecem firmemente ligadas aos espermatozdides, em especial a lipoproteina 3 (Foulkes,
1977). Entretanto, a gema de ovo contém progesterona, o que poderia induzir uma
capacitagdo espermatica precoce, ocasionando reducao da fertilidade (Lipar et al., 1999), pois
conforme demonstrado por Cheng et al. (1998) a ligacao da progesterona exdgena marcada ao
receptor localizado na membrana plasmatica do espermatozodide eqiiino parece ser um
importante passo na indu¢@o da reagdo do acrossomo.

Embora nio se conhega o exato mecanismo de protecdo do leite contra o choque
térmico, provavelmente as proteinas do leite agem de modo similar as lipoproteinas da gema
de ovo, ou seja, estabilizando as membranas (Amann e Graham, 1993). Batellier et al. (2001)
relatam que a prote¢do conferida pelos componentes do leite estaria relacionada aos seus
efeitos antioxidantes. De acordo com Batellier et al. (1997) o leite ¢ um fluido biologico com
uma complexa composi¢ao, mais de 100.000 moléculas, e algumas como a [-lactoglobulina
sdo benéficas, enquanto outras, como a a-lactoalbumina, sdo prejudiciais a sobrevivéncia dos
espermatozodides.

O uso do leite em p6 desnatado como um dos componentes do meio diluidor foi
primeiramente relatado por Kenney et al. (1975), que obtiveram uma taxa de prenhez de 58%
para as éguas inseminadas.

Ferreira (1993) comparou dois diluentes, um contendo gema de ovo e outro a base de
leite, para a preservagdo do sémen asinino sob refrigeragdo ativa entre 4 ¢ 6 C. A partir de 24
horas o autor observou maior motilidade espermatica total, progressiva e vigor (p<0,05) para
o sémen diluido em meio a base de gema de ovo.

Tekin et al. (1989) verificaram uma superioridade nos valores da motilidade e
morfologia espermaticas quando o sémen era preservado por até 72 horas em diluidor a base
de glicina-gema ("Dimitropoulos") quando comparados ao leite desnatado.

Bruemmert et al. (2002) e Squires et al. (1999) relataram que a adi¢do de antioxidantes
aos meios diluidores pode ser benéfica para preservar a motilidade e a integridade da
membrana espermatica e assim possibilitar um aumento da longevidade do s€émen. Kankofer
et al. (2005) verificaram que a adi¢do do diluidor EquiPro® aumentou a atividade de trés
enzimas antioxidantes, glutationa peroxidase, superéxido dismutase e catalase, presentes no
plasma seminal, ao refrigerar o sémen eqiiino a 5 C/24 horas, quando comparado ao sémen in
natura. Entretanto, Ball et al. (2001) ndo constataram efeito benéfico de diferentes substancias
antioxidantes hidro ou lipossoluveis, sobre a preservagdo da motilidade durante 72 horas de

estocagem.
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Amann e Graham (1993) citam que algumas substancias quelantes, como o acido
etilenodiamino tetraacético (EDTA), ao serem adicionadas aos meios diluidores, se ligam ao
Ca®" e Mg, reduzindo a perda de ions intracelulares minimizando as lesdes causadas pelo
choque térmico.

Goulart et al. (2004), na tentativa de minimizar os efeitos provocados pelo estresse
térmico causado pela refrigeracao do s€men eqiiino, buscaram um indutor de funcionalidade,
a pentoxifilina, que adicionada ao ejaculado diluido e refrigerado a 5°C, in vitro, melhorou a
maioria dos parametros espermaticos relacionados a motilidade, o que, provavelmente, deveu-
se ao aumento da concentracao intracelular de nucleotideos ciclicos, em especial da adenina
monofosfato ciclica (AMPc) e da guanosina monofosfato ciclica (GMPc).

A utilizacdo de antibioticos nos diluidores ¢ recomendada a fim de minimizar o
crescimento bacteriano durante o armazenamento do sémen até o momento da inseminagao.
Entretanto, estes ndo devem interferir na qualidade seminal ou mesmo impedir o
estabelecimento da microflora vaginal, o que poderia favorecer o crescimento de
microorganismos patogénicos (Darenius, 1998).

A porcao fluida do ejaculado, no qual os espermatozoides estdo presentes, ¢ conhecida
como plasma seminal (Garner e Hafez, 2004). Estudos comprovam que no plasma seminal
existem substancias moduladoras da resposta inflamatoria uterina pos-cobertura e estas
auxiliam na limpeza uterina de éguas suscetiveis a endometrite pds-cobertura (Troedsson,
1999). Além disso, o plasma seminal contém ocitocina e prostaglandinas, que promovem a
contragdo uterina visando o transporte do gameta masculino até o local da fertilizagdo (Katila,
2001) e substancias antioxidantes como a cisteina, ergotioneina e glutationa peroxidase,
capazes de minimizar os efeitos da peroxidacgdo lipidica (Amann e Graham, 1993).

Apesar do importante papel do plasma seminal no transporte e fisiologia do gameta
masculino, parece ndo ser o meio ideal para a preservacdo dos espermatozoides ja que,
grandes proporgdes de plasma seminal, acarretam redug@o da motilidade espermatica durante
um longo periodo de estocagem sob refrigeracdo, enquanto pequenas quantidades melhoram
sua sobrevida (Squires et al., 1999).

Moore et al. (2005) verificaram que, embora a exposi¢ao do s€émen por 15 minutos a
concentragdes de plasma seminal, variando de 0 a 80% antes da criopreservagao, nao tenham
afetado a motilidade total, progressiva e integridade da membrana plasmadtica, a incubagao por
2 a 6 horas com 20% de plasma seminal foi deletéria a viabilidade espermatica quando
comparada a preservacao com 5% (p<0,05).

Jasko et al. (1992a) verificaram que a auséncia de plasma no s€émen eqiiino diluido em

meio a base de leite reduziu significativamente (p<0,05) a motilidade espermatica quando
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refrigerado por 24 horas, contudo, Love et al. (2005) obtiveram melhor preservagdo da
motilidade espermatica e da integridade do DNA na auséncia de plasma seminal quando o
ejaculado foi diluido e refrigerado por 48 horas.

A interacdo entre a membrana plasmatica do espermatozoide e os componentes
especificos do plasma seminal parece interferir na suscetibilidade da membrana aos prejuizos
causados pelo estresse térmico (Aurich, 2005). Os resultados de Kankofer et al. (2005)
sugerem que para uma maior atividade de algumas enzimas antioxidantes, certa quantidade de
plasma seminal deve ser mantida no ejaculado no momento da sua diluigao.

Apesar da grande maioria dos meios utilizados para diluicdo de sémen eqiiino
refrigerado ser composta de leite desnatado em p6 e glicose, baseados na férmula de Kenney
et al. (1975), variacdes estdo comercialmente disponiveis e diferem principalmente em relagao
a composi¢do de antibioticos e aglicares (Squires et al., 1999; Varner, 2003).

Batellier et al. (2001) constataram que o diluidor francés INRA 96°, suplementado
com fosfocaseinato, uma fra¢do protéica extraida do leite, foi mais eficaz na preservacao do
potencial fertilizante do espermatozéide eqiiino refrigerado por 24 horas a 4'C, quando
comparado ao diluidor americano E-Z Mixin®-CST, com taxas de prenhez/ciclo de 59%
(n=39) e 49% (n=39), respectivamente (p=0,25).

No Brasil encontram-se disponiveis no mercado os diluidores Botu-Sémen® e Botu-
Turbo®, comercializados pela Biotech Botucatu, os meios Max-Sémen® ¢ Max-Sémen Plus®
distribuidos pela E.H.G. Agrofarma e ainda o Equimix®, comercializado pela Nutricell.
Segundo os fabricantes as versoes Turbo e Plus sdo acrescidas de componentes que aumentam
a motilidade espermatica e melhoram a sobrevida do sémen de garanhdes com baixa
resisténcia ao processo da refrigeragao.

Modificacdes na composi¢do dos diluidores para preservacdo do sémen eqiiino
refrigerado tém sido estudadas a fim de se promover um aumento da longevidade
espermatica. Os crioprotetores extracelulares mais utilizados sdo a base de leite e de gema de
ovo, sendo que algumas formulagdes possuem ambos. Diferentes antibidticos, tampdes,
aclicares e mais recentemente, a adi¢do de agentes indutores de funcionalidade da célula
espermatica estdo sendo investigados a fim de se obter uma melhor preservagao do ejaculado

de garanhdes com baixa qualidade seminal.
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2.2.6. Concentracido espermatica e volume da dose inseminante do sémen eqiiino

refrigerado

Fatores como a estagdo do ano, freqiiéncia de ejaculacdo, tamanho dos testiculos e a
idade do garanhdo devem ser levados em consideracdo ao se determinar o nimero de éguas
que o reprodutor poderd servir durante a estacdo de monta, pois possuem efeito sobre o
nimero de espermatozoides que o macho produz e que estardo disponiveis para a ejaculacao
(Pickett e Shiner, 1994).

Teoricamente, a fertilidade méaxima poderia ser atingida aumentando-se o nimero de
espermatozdides com potencial fecundante (Brandao et al., 2003). Apesar de milhares de
espermatozdides chegarem ao local da fertilizacao no trato reprodutivo feminino, milhdes sdo
necessarios para assegurar a fertilizagdo (Suarez, 1998). Entretanto, quando os
espermatozdides sdo vidveis por um periodo maior de tempo no trato reprodutivo da égua,
provavelmente uma concentragdo espermatica menor poderia ser utilizada na IA (Brandao et
al., 2003).

Uma taxa de diluicdo adequada ¢ fundamental para a preservagdo da viabilidade
espermatica quando sob refrigeragdo por 24 a 72 horas. Jasko et al. (1992a) verificaram que
taxas de diluicao variando entre 1:4 a 1:19 sdo adequadas para a preservacao do s€émen eqiiino
refrigerado a 5°C e, a presenga de pelo menos 5% de plasma seminal ¢ importante para a
manuten¢do da viabilidade do sémen. Douglas-Hamilton et al. (1984) trabalhando com sémen
eqiiino refrigerado a 5°C, utilizaram taxas de diluicao de 1:2 a 1:6 e obtiveram uma taxa de
prenhez ao 1° ciclo de 65% (n=46).

Numerosos estudos foram conduzidos desde 1970 por pesquisadores da Colorado
State University a fim de determinar a concentragdo espermdtica a ser utilizada na
inseminagdo artificial (IA) com sémen refrigerado, sendo preconizado 500 x 10° de
espermatozoides méveis (Ball, 2005). Assim, um total de 1 x 10° de espermatozéides deve ser
enviado para os haras, o que normalmente garante uma inseminacdo com 500 x 10°
espermatozdides moéveis apds o transporte. Em alguns casos, principalmente quando se
trabalha com ejaculados que apresentam grandes volumes de plasma seminal, a centrifugagdo
¢ necessaria a fim de se concentrar o sémen antes da dilui¢ao (Ball, 1998b).

Da mesma forma, Pickett e Shiner (1994) sugerem que, ao trabalhar com rebanhos de
fertilidade desconhecida, a concentracdo espermatica minima com motilidade progressiva
utilizada na inseminagio artificial deve ser de 500 x 10°. Ao trabalharem com sémen eqiiino
refrigerado por mais de 36 horas, Douglas-Hamilton et al. (1984) utilizaram 1,0 - 1,5 x 10°

espermatozoéides totais, pois consideravam uma reducdo da motilidade de aproximadamente
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50%, assim, a concentragdo de espermatozodides vidveis no momento da inseminagdo deveria
ser de 500 milhdes.

Utilizando sémen refrigerado a 20°C e transportado por 65,93 + 3,69 minutos,
Carvalho et al. (1998) nao verificaram influéncia da concentragdo (p>0,05) sobre as taxas de
concepgdo ao primeiro ciclo de 92 éguas da raca Mangalarga Marchador. As taxas de prenhez
ao 1% ciclo foram 43,75%, 57,89% e 54,55% para fémeas inseminadas com concentracdes
inferiores a 250 x 10°, entre 250 ¢ 350 x 10° e superiores a 350 x 10° espermatozoides viaveis,
respectivamente.

Pesquisas recentes tém sido realizadas para avaliar a eficiéncia da utilizacdo de
técnicas de IA com baixa concentracao espermatica (Sieme et al., 2004; Ball, 2005; Giivenc et
al., 2005; Lyle e Ferrer, 2005). Carvalho et al. (1998) e Brandao et al. (2003) relatam que a
utilizacdo de baixas concentragdes na dose inseminante tem como principal objetivo
maximizar o uso de um ejaculado, inseminando um maior nimero de éguas. Varner (2003)
afirma que a concentragdo espermatica utilizada na inseminagdo artificial com sémen
refrigerado pode ser reduzida em até¢ 100 vezes caso o s€émen seja depositado perto da juncao
utero-tubdria, através da inseminacao histeroscdpica ou com pipeta flexivel.

Em relagdo ao volume utilizado para a inseminagdo, ndo estd totalmente esclarecida
qual ¢ a influéncia deste sobre o transporte dos espermatozdides no trato reprodutivo da égua
(Katila, 2001).

Pickett e Shiner (1994) relataram que ao utilizar pequenos volumes de sémen para a
inseminac¢do de éguas, reduz-se o numero de bactérias, debris e outros materiais que possam
afetar a fertilidade ao serem introduzidos no utero. Squires et al. (1989) testaram volumes de
10 ¢ 100 ml para a IA com 250 x 10° espermatozéides moéveis e obtiveram 70,6% (12/17) e
13,6% (3/22) de taxa de recuperacdo embriondria, respectivamente (p<0,05). Os autores
verificaram que grandes volumes poderiam reduzir a fertilidade pelo expressivo refluxo
cervical e irritacdo endometrial. Jasko et al. (1992b) ndo observaram diferenca nas taxas de
recuperagao embrionaria ao utilizarem 10 e 50 ml na inseminagdo de éguas com sémen a
fresco, sendo elas de 76% e 61,9%, respectivamente. Entretanto, Darenius (1998) abordando
varios aspectos referentes ao uso de sémen refrigerado na Suécia relata que ndo se constatou
efeito negativo do volume sobre a fertilidade ao utilizarem doses entre 75 ¢ 100 ml.

Quando se deposita o s€émen proximo a jungao utero-tubdrica, utilizando, por exemplo,
a inseminac¢do histeroscopica, volumes tdo pequenos como 20 e 200 pL sdo utilizados sem
decréscimo na fertilidade (Morris e Allen, 2002).

Em sintese, a grande maioria das pesquisas revela que para se obter sucesso na IA com

sémen eqiiino refrigerado deve ser utilizada uma concentragio média de 500 x 10°
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espermatozdides viaveis. Entretanto, para alguns garanhdes esta concentracdo pode ser
reduzida sem queda da fertilidade. No que diz respeito ao volume da dose inseminante os
resultados demonstram que a IA com valores de 10 até 75 ml garantem bons indices de

prenhez, sendo estes valores recomendados.

2.2.7. Freqiiéncia e momento da inseminacdo artificial com sémen eqiiino

refrigerado

A fertilizagdo depende, dentre outros fatores, do sincronismo no transporte dos
gametas através do trato reprodutivo da fémea (Hafez, 2004) para que estes estejam vidveis no
momento da fecundagdo. Desta forma, a determinacdo do momento da IA ¢ importante para a
obtencdo de boas taxas de prenhez (Pickett e Shiner, 1994).

De acordo com Allen (1984) a administragao de 3.000 U.I. de gonadotrofina coridnica
humana (hCG) induz a ovulagdao em €éguas que apresentem foliculos de diametro > 40mm, um
controle farmacologico que se tornou rotina entre os profissionais que trabalham com sémen
refrigerado (Shore et al., 1998; Nunes et al., 2004a), pois além de proporcionar uma
estimativa do momento de ocorréncia da ovula¢do, também torna possivel reduzir o nimero
de inseminagdes por ciclo (IA/ciclo), sem comprometer a fertilidade (Pickett e Shiner, 1994).

Valle et al. (2000) trabalhando com sémen refrigerado a 14°C e concentragao de 400 x
10° espermatozéides moveis, ndo verificaram diferenga nas taxas de prenhez ao utilizarem 1,
2, 3, 4 ou mais [A/ciclo (p>0,05). Os autores destacaram que a redug¢ao do numero de [A/ciclo
¢ um fator de diminui¢do dos custos num programa de IA, principalmente quando ha
transporte de s€émen entre haras. Brandao et al. (2003) ndo verificaram aumento da taxa de
prenhez ao elevar o numero IA/ciclo, utilizando sémen a fresco diluido. Os autores
verificaram que, considerando os dados referentes a duas e trés IA, a taxa de concepgao / ciclo
foi de 55,7%, semelhante aquela com quatro ou mais IA, de 50,0%. Nunes et al. (2004a)
obtiveram 71,42%, 90% e 97,14% de prenhez ao 1>, 2 ciclos e ao final da esta¢do de monta,
utilizando inseminacao artificial inica / ciclo, com sémen refrigerado a 15°C por 24 horas.

Considerando o periodo de sobrevivéncia dos gametas no trato reprodutivo feminino,
Pickett e Amann (1987) recomendam que as inseminagdes sejam realizadas a intervalos de 48
horas durante o estro ou até¢ 12 horas apos a ovulacao da égua e, segundo Ball (1998b) esta
deve ocorrer 24 horas antes da ovulagdo, pois intervalos maiores poderdo ocasionar redugao

nas taxas de fertilidade.
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Em estudo retrospectivo Pickett e Shiner (1994) ndo relataram vantagens das TA
diarias quando comparadas aquelas em dias alternados (64% versus 63% de prenhez,
respectivamente).

Quando ¢ realizado um bom controle do desenvolvimento folicular o nimero de 1A
pode ser reduzido, principalmente quando se trabalha com agentes indutores da ovulagdo.
Desta forma, a fertilidade parece ser muito mais influenciada pelo intervalo entre a 1A ¢ a

ovulacdo do que pelo nimero de inseminagdes realizadas por ciclo estral.

2.2.8. Efeito de garanhio frente a refrigeracio seminal

Em virtude da espécie eqiiina ser selecionada pelo padrdo racial e performance
atlética, pouca aten¢do ¢ dada para o desempenho reprodutivo, portanto alguns garanhdes
apresentam baixos indices de eficiéncia reprodutiva. Metcalf (1998) cita que alguns paises
Europeus selecionam os garanhdes que serdo utilizados na estagdo de monta levando em
consideracdo aspectos reprodutivos, assim como aqueles relacionados ao desempenho
esportivo. Desta maneira, a selecdo prévia destes reprodutores influencia positivamente as
taxas de prenhez ao se utilizar a [A.

Darenius (1998) sugere que os garanhdes a serem utilizados nos programas de [IA com
sémen refrigerado devam possuir: Orgdos genitais internos e externos sem alteragoes,
produ¢io semanal de espermatozdides em torno de 30-35 x 10°, 70% de células
morfologicamente normais, motilidade superior a 50% e, ap6s 12 horas de refrigeragdo, uma
reducdo da motilidade inicial ndo superior a 30%, mas minima de 40% ao final desse periodo.

A diferenca na composicdo das membranas espermadticas e do plasma seminal pode
interferir na resisténcia do sémen aos processos de refrigeracdo e/ou criopreservacao (Brinsko
et al., 2005; Moore et al., 2005).

De acordo com a suscetibilidade do sémen frente a refrigeracdo, o ejaculado dos
garanhdes pode ser classificado como de alta e baixa qualidade. Segundo esta classificagao, os
garanhdes com sémen de baixa qualidade apresentam redug@o superior a 40% da motilidade
progressiva inicial apos 24 horas de armazenamento (Brinsko et al., 2000a). Entretanto, com a
centrifugacdo e remocao parcial do plasma seminal, apds 48 horas sob refrigeracao, os autores
verificaram manutencao da motilidade espermdtica para os garanhdes com sémen classificado
como de baixa qualidade.

Empregando a IA com sémen refrigerado, Metcalf (1998) verificou que as taxas de

prenhez refletiam a qualidade do ejaculado utilizado. Ao analisar a motilidade progressiva,
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morfologia espermdtica, nimero de espermatozdides vidveis e concentracdo, classificou o
sémen em excelente, bom, regular e ruim, obtendo indices de gestacdo de 87,5% (14/16), 62%
(18/29), 33% (6/18) e 11% (2/18), respectivamente.

Batellier et al. (2001) sugerem, como uma alternativa para a refrigeragdo por 24 horas
do sémen de garanhdes classificados como de baixa qualidade, a utilizagdao do diluidor INRA
96", por este possuir entre seus constituintes o fosfocaseinato, fracdo protéica do leite que
confere prote¢do & membrana por estabiliza-la e, a adogdo da estocagem a 15°C, pois, desta
forma, se evita a faixa de temperatura de ocorréncia do choque térmico.

A preservacao do s€men eqiiino sob refrigeragdo pode ocasionar a reducao das taxas
de fertilidade pela variacao individual entre garanhdes (Van der Holst, 1984; Batellier et al.,
2001; Pommer et al., 2002). Alguns animais apresentam baixas taxas de prenhez ao serem
utilizados em programas de IA com sémen refrigerado por periodos superiores a 24 horas.
Nestes casos, para a obtencdo de bons indices de prenhez, recomenda-se que o s€émen destes
animais deva ser utilizado logo ap0s a sua colheita (Aurich, 2005).

Stradaioli et al. (2000), ao estudarem as caracteristicas seminais ¢ suas correlagdes
com as concentragdes de carnitina (LC) e acetilcarnitina (AC), verificaram uma correlagao
positiva de ambas com a concentragdo espermatica e entre AC e espermatozoides
morfologicamente normais, indicando-as como potencial marcador de qualidade seminal.
Além disso, a correlacao entre AC e LC e espermatozédides com motilidade progressiva, apds
refrigeracdo, sugere que a carnitina possa contribuir para a manuten¢do da viabilidade
espermatica durante a estocagem in vitro.

Aparentemente, os garanhdes subférteis possuem espermatozoides mais sensiveis as
lesdes da cromatina. Estudo conduzido por Love et al. (2001) sugere que reprodutores férteis
ndo apresentaram aumento de lesdes na cromatina espermatica quando o sémen ¢ preservado
a 5°C por até 46 horas, contrariamente o sémen de animais subférteis revelaram declinio da
qualidade da cromatina durante o armazenamento.

Na tentativa de melhorar a fertilidade do s€émen de garanhdes que apresentam baixa
tolerancia a refrigeragdo, pesquisa recente revelou que estes foram beneficiados ao se elevar a
propor¢cdo de 4cido docosahexandico (DHA) em suas dietas, um acido graxo Omega 3
(Brinsko et al., 2005).

Muitos técnicos procuram solucionar problemas de subfertilidade que, se nao forem
adquiridos, pode resultar em selecdo genética negativa dos animais do ponto de vista
reprodutivo. Apesar das caracteristicas reprodutivas serem de baixa herdabilidade, a obtencao
de progénie de machos subférteis poderd perpetuar na populagdo genes de individuos

particularmente indesejaveis sob o aspecto reprodutivo (Amann e Graham, 1993).
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2.3. Avaliac¢ao do Sémen Refrigerado de Eqiiinos

O processo de manipulagdo do ejaculado, com a finalidade de refrigerar e transportar o
sémen pode aumentar as lesdes em diferentes regides do espermatozdide e, assim, ocasionar a
reducdo das taxas de fertilidade (Kenney et al., 1995; Aurich, 2005; Boe-Hansen et al., 2005).

No que diz respeito a avaliacdo do sémen, o verdadeiro potencial fertilizante deste
somente pode ser medido através da inseminagdo artificial de muitas éguas e a determinagao
do nlimero de gestantes, porém esse ¢ um método caro e demorado (Squires et al., 1999).

Na maioria das vezes o exame da saude reprodutiva do garanhdo se baseia apenas na
avaliacdo da concentracdo, motilidade, morfologia espermatica e capacidade de monta e
ejaculacdo, o que ¢ falho em predizer a fertilidade potencial do macho (Ball, 1998b; Neild e
tal., 2005).

Os pesquisadores tém se dedicado a aprimorar técnicas para a avaliagdo do sémen,
entretanto, como sdo varios os atributos que devem ser avaliados a fim de se determinar o
potencial fertilizante do espermatozdide, uma bateria de testes laboratoriais t€ém sido
investigada. Assim, varios autores recomendam a realizacdo de testes laboratoriais nao
tradicionais que poderiam revelar os efeitos da refrigeracdo e da estocagem do sémen sobre a
funcdo espermatica e fertilidade (Love et al., 2001; Varner , 2003; Boe-Hansen et al., 2005;
Neild, et al., 2005).

Dentre os testes, a avaliacdo da motilidade ¢ comumente usada, por ser relativamente
simples e barata. Embora possua uma correlagdo de baixa a média intensidade com a
fertilidade, pois ndo avalia todos os atributos que os espermatozédides devem possuir para a
fecundacao (Squires et al., 1999), esta técnica continua sendo indicada para a avaliagao da
viabilidade espermatica, em razdo da sua queda ser acompanhada pelo decréscimo do nlimero
de células com integridade estrutural (Ztccari, 1998).

O sistema de avaliagdo computadorizada é outro método utilizado para avaliar a
motilidade espermatica, com a vantagem de ser objetivo, o que reduz a possibilidade de erros,
além de fornecer outras informagdes tais como a velocidade e trajeto dos espermatozdides. As
desvantagens do uso desta técnica estdo relacionadas ao custo e tempo necessarios para cada
avaliacdo (Squires et al., 1999; Aurich, 2005).

Muitas vezes se constata baixos indices de prenhez apesar da motilidade espermatica
ndo ser afetada apos longos periodos de armazenamento do sémen, sugerindo que outros
compartimentos celulares, como a cromatina, estariam comprometidos e assim, limitariam o

processo de fertilizacao (Love et al., 2005).
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Sdo descritos testes que avaliam a morfologia dos espermatozoides, a integridade
estrutural da membrana plasmatica através de coloracdes fluorescentes (Zuccari, 1998), além
daqueles que avaliam a integridade funcional, como por exemplo o teste hiposmético (Aurich,
2005).

A técnica de citometria de fluxo tem sido utilizada na tentativa de se prever com maior
acuracia o potencial fertilizante do espermatozoide ja que esta avalia simultaneamente varios
atributos celulares, como a viabilidade celular, integridade acrossomal e fun¢do mitocondrial
(Squires et al., 1999).

Alguns estudos sobre sémen refrigerado t€m utilizado testes complementares, como a
avaliacdo da integridade da cromatina, para verificar as interacdes existentes entre a qualidade
seminal e a fertilidade (Love et al., 2001; Neild, et al., 2005).

Recentemente, provas laboratoriais que avaliam a capacitagdo espermatica, reacdo do
acrossoma e estrutura do DNA estao sendo estudadas pois estes atributos sdo essenciais para a
fertilizagdo e estabelecimento de uma prenhez viavel (Neild et al., 2005).

Um aspecto importante a se considerar quando da comercializa¢do do sémen, seja ele
refrigerado ou congelado, ¢ o risco de transmissdo de doencas através deste material
biologico, principalmente quando este transporte ¢ feito entre diferentes paises. O ejaculado
dos garanhdes pode conter agentes infecciosos como bactérias e virus e estes, sdo capazes de
sobreviver mesmo quando o sémen ¢ congelado. Assim, ¢ recomendavel a realizacdo de
exames sanitdrios para a verificagdo de quaisquer doencas que possam ser transmitidas
(Barbacini, 2005).

Viarios trabalhos citam que a utilizagdo de sémen refrigerado ou congelado reduziria o
risco de transmissao de doengas venéreas, associado em geral ao transito de animais entre os
haras (Ball, 1998b; Squires et al., 1999; Papa et al., 2005). Metcalf (2001) aponta a arterite
viral, o exantema coital e a metrite contagiosa eqiiina, como doencas que podem ser
transmitidas pelo sémen. Além disso, algumas enfermidades, como a babesiose, podem ser
importantes caso o s€émen seja contaminado pelo sangue de um animal infectado. Apesar de
ndo existirem evidéncias de transmissdo venérea, o virus da anemia infecciosa eqiiina ¢
encontrado no ejaculado de animais portadores, sendo também importante a consideracao
desta doenga ao se utilizar s€émen transportado. O autor salienta ainda que os componentes dos
diluidores de s€émen, sendo a maioria composta por gema de ovo e/ou leite, devem estar livre
de agentes infecciosos quando estes fizerem parte da composi¢ao dos meios.

Como forma de se prevenir a transmissdo de doencas através do transporte de s€émen
Metcalf (2001) sugere que além da adicao de antibidticos aos diluidores, devam ser instituidos

exames laboratoriais para verificar a presenca de possiveis doengas com risco de transmissao,
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além de vigilancia constante por parte dos responsaveis pela colheita e recebimento dos
ejaculados.

Uma combinag@o de provas laboratoriais deve ser utilizada para aumentar a acuricia
ao se predizer a fertilidade do garanhdo antes deste ser utilizado como doador de sémen

durante a estagdo de monta (Neild et al., 2005).

2.4. Taxa de Prenhez do Sémen Eqiiino Refrigerado

A fertilidade de um rebanho ¢ dependente da qualidade do sémen utilizado na IA.
Love et al. (2005) citam que a baixa qualidade seminal contribui para a reducao dos indices de
fertilidade, além de salientar que o manejo inadequado das éguas pode ser responsavel pelas
baixas taxas de prenhez e, segundo Pickett e Shiner (1994), os fatores ambientais também
devem ser considerados ao se avaliar a eficiéncia reprodutiva dos animais.

Van der Holst (1984) relatam que o desconhecimento da fisiologia do ciclo estral da
¢gua foi a maior causa de insucesso da IA nos Paises Baixos, pois de 330 éguas inseminadas
em propriedades particulares na Holanda, a taxa de nascimento foi de apenas 55%, enquanto
as IA realizadas em centrais especializadas resultaram em 74% de potros vivos. Da mesma
forma, Rota et al. (2004) evidenciaram que sob condi¢des ideais de manejo as taxas de
prenhez sdo maiores, ao compararem os indices de prenhez de éguas submetidas a IA em
centrais especializadas ou sob condi¢des de campo, obtendo taxas de prenhez total de 80,6%
(n=31) e 52% (n=25), respectivamente.

Jasko et al. (1992c¢) relatam que taxas de gestacdo obtidas com sémen refrigerado por
24 horas sdo semelhantes as obtidas com sémen a fresco. Porém, quando este periodo excede
48 horas, uma redugdo de cerca de 50% pode ser verificada.

Douglas-Hamilton et al. (1984) utilizando sémen eqiiino refrigerado a 4 C por 6 a 23
horas, inseminaram 46 ¢guas de diferentes categorias reprodutivas, em dias alternados, até a
detec¢do da ovulagdo, registrando taxa final de gestacao de 91%.

Jasko et al. (1992c¢) concluiram que taxas de gestacdo satisfatdrias podem ser obtidas
através da utilizagdo de diferentes formas de preservagdo do sémen, pois ndo verificaram
diferencas nas taxas de prenhez obtidas com sémen fresco, refrigerado a 4 C por 24 horas ¢
congelado, sendo os indices para cada grupo de 76% (31/41), 65% (54/83) e 56% (23/41),
respectivamente.

Avaliando os dados de um numero expressivo de éguas (46.556), submetidas a

diferentes tipos de acasalamento na Suécia, entre 1990 e 1996, Darenius (1998) pdde verificar
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que, a utilizagdo do sémen refrigerado como método de acasalamento teve um crescimento de
29,37% neste periodo, quando comparado aos realizados através da MN e sémen a fresco, que
tiveram uma redugdo de 49,6% e 36,89%, respectivamente. Uma possivel explicagdo para este
crescimento seria os bons indices de natalidade obtidos com o sémen refrigerado, de 68,83%,
ndo diferindo daqueles obtidos com a MN ou sémen a fresco, de 69,83% e 74,50%,
respectivamente, porém, superior aos alcancados pelo sémen congelado (56,57%).

Revisando a literatura verifica-se que varios indices podem ser utilizados para avaliar
a eficiéncia reprodutiva dos eqiiinos submetidos a IA, quando diferentes métodos de
preservagao do sémen sdo utilizados, tais como: taxa de natalidade, taxa de prenhez por ciclo,
taxa de recuperagdao embrionaria, etc (Quadro 1).

Amann (2005) ao analisar alguns trabalhos publicados nos anais do 8" International
Symposium on Equine Reproduction (n = 25) e todos os artigos, referentes a mamiferos, do
volume 60 da Theriogenology (n = 42), constatou que 76% (51/67) eram falhos. Alerta,
portanto, que ¢ preciso cautela na interpretacao dos resultados de fertilidade, pois muitos
trabalhos ignoram o delineamento experimental e o impacto estatistico na interpretagdo dos
dados. Quando nao ¢ detectada diferenca estatistica, muitos desconsideram o reduzido nimero
de fémeas e/ou machos utilizados e, no caso especifico dos machos, ¢ ignorada a real
fertilidade das fémeas.

Concluindo, a utilizagdo da IA com sémen refrigerado ¢ permitida, no Brasil, pela
maioria das associagdes de raga, possibilitando ampliar o uso de garanhdes geneticamente
superiores, fato que tem feito crescer o interesse dos criadores por esta biotécnica, sendo o
segundo pais no mundo que mais realiza IA com sémen eqiiino refrigerado. Adequadas taxas
de refrigeracdo e temperatura final de estocagem, que garantam um maior tempo de
preservacdo do ejaculado, tém sido tema de muitas pesquisas hd vérios anos. Para isso,
diferentes equipamentos e meios diluidores vém sendo desenvolvidos e comercializados em
muitos paises. O acompanhamento do ciclo estral da égua ¢ fundamental para a determinacao
do momento e freqiiéncia da IA, manejo este que pode reduzir os custos dos programas de IA,
principalmente quando existe o transporte de material bioldgico. Além disso, o
estabelecimento de volume e concentragdo da dose inseminante adequados sdo fatores
primordiais para a obtencdo de boas taxas de prenhez, devendo-se considerar ainda os

aspectos ligados a variagao individual entre garanhdes.



Quadro 1. Eficiéncia reprodutiva de eqiiinos submetidos a inseminagao artificial (IA) com sémen a fresco, refrigerado e congelado

Autor(es) Método de Temperatura de Tempo de Concentragdo Volume da dose  Freqiiéncia Diluidor Indice de eficiéncia reprodutiva
preservaciio estocagem estocagem espermitica inseminante das IA
Jasko et al. (1992c¢) Sémen fresco Ambiente Até 60’ 600 x 10°totais - Dias Leite desnatado - 76% (n=41)
pos-colheita alternados Glicose Taxa de prenhez /ciclo
Klug (1992) Sémen fresco Ambiente - - - - Kenney et al. 67,1%
(1975) ou Taxa de natalidade
Glicina- gema
Ferreira (1993) Sé&men fresco Ambiente Até 60' 250 x 10° viaveis - Dias Gema de ovo 83% (n=29)
(28-30°C) pos-colheita alternados Taxa de prenhez /ciclo
Mattos (1995) Sémen fresco Ambiente Até 60’ 500 x 10° totais 20 ml Dias Leite desnatado 75,7% (n=29)
pés-colheita alternados sem glicose Taxa de prenhez /ciclo
Gahne et al. (1998) Sémen fresco Ambiente - 500 x 10° viaveis --- - --- 64% (n=32)
Taxa de prenhez /ciclo
Gahne et al. (1998) Sémen fresco Ambiente -—- 300 x 10° viaveis - - - 75% (n=32)
Taxa de prenhez /ciclo
Brandio et al. (2003) Sémen fresco 37°C Até 60’ 200 x 10° viaveis 10 ml Dias Kenney et al. 66,70% (n=30)
pos-colheita alternados (1975) Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Brandao et al. (2003) Sémen fresco 37°C Até 60' 400 x 10° viaveis 10 ml Dias Kenney et al. 65,50% (n=29)
pos-colheita alternados (1975) Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Douglas-Hamilton et Sémen refrigerado 4°C 6-23 h 1,0-1,5x 10’ - 1,6 IA por Kenney et al. 65% (n=46)
al. (1984) totais ciclo estral (1975) Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Heiskanen et  al. Sémen refrigerado 5-7°C 24 h - - - Kenney et al. 82% (n=11)

(1987)

(1975)

Taxa de prenhez ao 1° ciclo

*QV- Ovulagio

**_ Jungdo uteo-tubarica
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Quadro 1. Eficiéncia reprodutiva de eqiiinos submetidos a inseminagao artificial (IA) com sémen a fresco, refrigerado e congelado

Autor(es) Meétodo de Temperatura Tempo de Concentragdo Volume da dose  Freqiiéncia Diluidor Indice de eficiéncia reprodutiva
preservaciio de estocagem estocagem espermitica inseminante das IA
Heiskanen et al. (1987) Sémen refrigerado 5-7°C 24 h - - - Kenney et al. 70% (n=10)
(1975) - Hepes e  Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Teofilina
Jasko et al. (1992¢) Sémen refrigerado 4°C 24 horas 600 x 10°totais - Dias Leite desnatado- 65% (n=83)
alternados Glicose Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Ferreira (1993) Sémen refrigerado 4-6°C 24 horas 250 x 10° viaveis - Dias Gema de ovo 80% (n=30)
alternados Taxa de prenhez/ciclo
Ferreira (1993) Sémen refrigerado 4-6°C 48 horas 250 x 10° viaveis - Dias Gema de ovo 76% (n=29)
alternados Taxa de prenhez/ciclo
Heiskanen et al. (1994) Sémen refrigerado - 416 h 1,5-2,0x 10° 40 ml Dias Kenney et al. 87% (n=15)
totais alternados (1975) Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Heiskanen et al. (1994) Sémen refrigerado --- 41t6 h 1,5-2,0x 10° 40 ml Dias Kenney et al. 60% (n=15)
e centrifugado totais alternados (1975) Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Mattos (1995) Sémen refrigerado 4°C 24 h 500 x 10° totais 20 ml Dias Leite desnatado 58,6% (n=29)
alternados sem glicose Taxa de prenhez /ciclo
Valle et al. (1999) Sémen refrigerado 14°C 215 minutos 400 x 10° viaveis 15 ml Dias Kenney et al. 56% (n=100)
alternados (1975) Taxa de prenhez /ciclo
Zidane et al. (1991) Sémen refrigerado 5°C 48 h 500 x 10° viaveis 20 ml Dias Kenney et al. 40,5% (n=37)
alternados (1975) Taxa de recuperacao
embrionaria
Zidane et al. (1991) Sémen refrigerado 20°C 48 h 500 x 10° viaveis 20 ml Dias Kenney et al. 14,3% (n=14)
alternados (1975) Taxa de recup. embrionaria

*QV- Ovulagio
**_ Jungdo uteo-tubarica
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Quadro 1. Eficiéncia reprodutiva de eqiiinos submetidos a inseminagao artificial (IA) com sémen a fresco, refrigerado e congelado

Autor(es) Método de Temperatura Tempo de Concentragdo Volume da dose Freqiiéncia Diluidor Indice de eficiéncia reprodutiva
preservagio de estocagem estocagem espermatica inseminante das TA
Nunes et al. (2004a) Sémen refrigerado  15-20°C 24 h 300 x 10° viaveis 40 ml Unica - com  Kenney et al. 71,42% (n=35)
indugao (1975) Taxa de prenhez ao 1° ciclo
ov*
Jasko et al. (1992¢) Sémen congelado - - 800 x 10° totais - Diéria - 56% (n=41)
Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Squires et al. (2003) Sémen congelado - - 250 x 10° totais - Unica pos- - 83,3% (n=18)
ovulagdo Taxa de prenhez total
Squires et al. (2003) Sémen congelado - - 250 x 10° totais - 24e40h - 86,6% (n=30)
apos Taxa de prenhez total
inducdo OV
Carvalho et al. (2004) Sémen congelado - - 150 x 10° viaveis - Unica Martin et al. 33,33% (n=15)
pos-OV (1979) Taxa de prenhez 1° ciclo
Carvalho et al. (2004) Sémen congelado - - 300 x 10° viaveis - Unica Martin et al. 66,7% (n=15)
pos-OV (1979) Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Ferreira et al. (2005) Sémen congelado 800 x 10° totais Unica Botu-crio® 43% (n=21)
pos-OV Taxa de prenhez ao 1° ciclo
Nunes et al. (2004b) Sémen congelado - - 100 x 10° viaveis I ml Unica - 61,11% (n=18)
JUT**) p6s-OV Taxa de prenhez total
Barbacini (2005) Sémen congelado - - - Diaria - 54% (n=446 éguas)

Taxa de prenhez/ciclo

*QV- Ovulagio
**_ Jungdo uteo-tubarica
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi verificar a eficiéncia do container (CP) para
refrigerar o sémen eqiiino a 2,0'C por até 48 horas. Experimento 1 - determinada a taxa de
refrigeracdo do CP1, 24 ejaculados de seis garanhdes foram fracionados e estocados por 24
horas no CP1 e no Equitainer™ (EQ) - controle. Avaliou-se motilidade, pré-refrigeragio (M-
0) e pds-24 horas (M-24). Utilizou-se o teste de Wilcoxon para dados emparelhados (a=5%).
As taxas médias de refrigeracdo apos 30 e 60 minutos foram, respectivamente, de -
0,36 C/min. e -0,35C/min. (n=5). A motilidade foi superior para EQ-M24 (p<0,05).

Experimento 2 - no CP2 foram processados dez ejaculados de um garanhdo, avaliando-se

Formato do artigo segue as normas para publicacdo da Revista Cientifica Animal Reproduction Science
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(fatorial 2x2) dois volumes (50/100 ml) ¢ duas concentragdes espermaticas (500/750 x10°),
durante 24 e 48 horas (M-48), substituindo-se o sistema de refrigeragdo no M-24. Foram
estudados o tempo, volume e concentracdo, comparando-se os tratamentos, dois a dois, pelo
teste de Wilcoxon para dados emparelhados (a=5%). A motilidade diferiu entre tratamentos
(p<0,05) as 24 horas, sendo T1>T2 e T1>T3, ndo diferiu no M-48, contudo diferindo entre M-
24 e M-48. O nimero de espermatozoides com membrana plasmatica integra nao diferiu entre
tratamentos nem entre M-0 e M-24, contudo, M-48 diferiu de M-0 nos tratamentos 1 ¢ 4
sendo igual entre M-24 e M-48. Experimento 3 — Foram utilizados 13 ejaculados de um
garanhdo para avaliar por quanto tempo o CP2 era eficiente para manter uma motilidade
minima de 30%. Analisou-se a motilidade e numero de espermatozdides com membrana
plasmatica integra, pré-refrigeracdo e as 24, 36, 42 e 48 horas pos-refrigeracdo. Utilizou-se a
estatistica descritiva. No M-24 todas as amostras apresentaram motilidade >30%.
Aproximadamente 70% (9/13) delas tiveram motilidade >30%, as 42 horas. Experimento 4 —
Foram utilizados 10 ejaculados de dois garanhdes, avaliando-se motilidade, nimero de
espermatozdides com membrana plasmatica integra e taxa de prenhez ao 1° ciclo de 26 éguas,
inseminadas com sémen preservado no CP2 por 24 horas. A taxa de prenhez ao 1° ciclo foi de
69,23% (18/26). Experimento 5 - Foram processados 12 ejaculados de dois garanhdes,
avaliando-se motilidade, numero de células com membrana plasmatica integra e taxa de
prenhez ao 1° ciclo de 13 éguas, inseminadas com o sémen preservado no CP2 por 48 horas.
A taxa de prenhez ao 1° ciclo foi de 69,23% (9/13). CP1 e CP2 apresentaram satisfatorias
taxas de refrigeracdo e preservacdo seminal e, apos 24 e 48 horas no CP2 bons indices de

fertilidade foram obtidos.

Palavras-chave: espermatozoéide, garanhdo, sémen refrigerado, container, motilidade,

fertilidade
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Abstract

The aim of this paper is to verify the efficiency of the container (CP) to cool the
equine semen at 2,0 C for up to 48 hours. Experiment 1 — After determining the CP1 cooling
rate, 24 ejaculates of six stallions were fractionated and stored for 24 hours in CP1 and in
Equitainer'™ (EQ) - control. The motility pre-cooling (M-O) and post-24 hours (M-24) was
evaluated. The Wilcoxon test for two related samples was used (0=5%). The mean cooling
rates after 30 and 60 minutes was, respectively, -0,36 C/min. and -0,35 C/min. (n=5). The
motility was higher for EQ-M24 (p<0,05). Experiment 2 - In CP2, 10 ejaculates of a stallion
were processed, evaluating (factorial 2x2) two volumes (50/100 ml) and two sperm
concentrations (500/750 x10°), for 24 and 48 hours (M-48), substituting the cooling system in
M-24. Time, volume and concentration were studied, and the treatments were compared, two
by two, by the Wilcoxon test for two-related samples (a=5%). Motility differed between
treatments (p<0,05) at 24 hours, being T1>T2 and T1>T3; it did not differ at M-48, but
differed between M-24 and M-48. The number of sperm membrane integrity did not differ
either between treatments or between M-0 and M-24; however M-48 differed from M-0 in
treatments 1 and 4, remaining equal between M-24 and M-48. Experiment 3 — 13 ejaculates
of a stallion were used to evaluate for how long the CP2 was efficient to keep a minimal
motility of 30%. Motility and sperm membrane integrity at pre-cooling and at post-cooling
(24, 36, 42 and 48 hours) were analyzed. Descriptive statistics was used. At M-24 all samples
presented motility >30%. Approximately 70% (9/13) of them had motility >30% at 42 hours.
Experiment 4 — 10 ejaculates of two stallions were used, evaluating motility, sperm
membrane integrity and pregnancy rates at the 1% cycle of 26 mares inseminated with
preserved semen in CP2 for 24 hours. The pregnancy rate at 1% cycle was 69,23% (18/26).
Experiment 5 — 12 e¢jaculates of two stallions were processed, evaluating motility, sperm

membrane integrity and pregnancy rate at 1% cycle of 13 mares inseminated with the
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preserved semen in CP2 for 48 hours. Pregnancy rate at 1* cycle was 69,23% (9/13). CP1 and
CP2 presented satisfactory cooling and seminal preservation rates and, after 24 and 48 hours

in CP2, good fertility rates were obtained.

Key words: spermatozoa, stallion, cooled semen, container, motility, fertility

1. Introducao

A utilizacdo do sémen refrigerado tornou-se rotina por permitir o acasalamento de
animais alojados em diferentes propriedades, facilitando a formagdo dos condominios de
garanhoes, além de otimizar o uso de reprodutores de alto valor genético, dispensar o transito
de reprodutoras e seus produtos, reduzir a transmissdo de doengas venéreas, eliminar o risco
de acidentes durante as coberturas e proporcionar indices de fertilidade semelhantes aos
obtidos com a monta natural (MN) ou inseminac¢do artificial (IA) com sémen fresco (Squires
et al., 1999).

Pesquisas recentes apontam a possibilidade da congelagcdo do sémen de garanhdes que
estdo distantes das centrais de reproduc¢do, através do envio do ejaculado refrigerado por até
24 horas para posterior congelagdo (Papa et al., 2005). Além disso, Lindsey et al. (2005)
obtiveram 72% de prenhez ao 1° ciclo, com IA de 25 éguas utilizando sémen eqiiino sexado,
previamente refrigerado.

A manutenc¢do dos componentes estruturais e funcionais dos espermatozoides durante
a refrigeracdo e transporte do sémen ¢ essencial para o processo de fertilizagdo. Entretanto, ao
submeter o sémen a refrigeracdo devem ser considerados alguns fatores tais como:

suscetibilidade do espermatozoide ao choque térmico, variagdo individual entre garanhdes,
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qualidade dos diluentes, taxa de refrigeracdo, temperatura final de armazenamento e
equipamento utilizado para o transporte.

Quando a amostra seminal ¢ submetida a condi¢des ideais de refrigeragdo, além de
manter a integridade estrutural e funcional dos gametas, hd reducdo da atividade metabolica
com aumento da longevidade celular, sem detrimento da fertilidade.

O objetivo do presente trabalho foi testar a eficiéncia de dois containers (CP1 e CP2)
para a refrigeragdo e preservagdo do sémen eqiiino ¢ sua fertilidade ap6s armazenamento por

24 e 48 horas.

2. Materiais e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido durante duas estacdes de monta, na Fazenda
Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, localizada no municipio de Terenos / MS, tendo como coordenadas
geograficas os paralelos de 20°25'39,72" de latitude sul e 54°5124,96" de longitude oeste de
Greenwich e altitude de 389,23 metros.

Foram desenvolvidos cinco experimentos, trés in vitro e dois in vivo, para testar a
eficiéncia dos containers CP1 e CP2 para a refrigeragdo e preservagdo do sémen eqiiino a 2°C
por periodos de 24 e 48 horas.

Foram usados garanhdes da raca Pantaneira, com idade entre de 8 e 11 anos, de
fertilidade conhecida, apds a estabilizagdo das reservas espermadticas extragonadais. As
colheitas de sémen, com vagina artificial modelo "Botucatu", foram feitas com o auxilio de
égua em cio e/ou manequim. Nos experimentos 4 ¢ 5 as éguas foram selecionadas, por exame
ginecologico através de palpagdo retal e rufiagdo diaria individual, quanto ao estagio do ciclo

estral, sendo o cio induzido através da aplicacdo intramuscular de 5 mg de Dinoprost



48

Trometamina (Lutalyse®'). Apos o 4° dia da aplicagio da segunda dose da prostaglandina
F>a, iniciava-se a rufiacdo e o controle folicular diario. A TA era realizada ao ser detectado
um foliculo ovariano com didmetro > 40 mm e a ovula¢do era induzida pela aplicagdo
endovenosa de 3.000 U.L de gonadotrofina coridnica humana (hCG - Pregnyl®?) no dia da IA.
Para a [A a amostra seminal era homogeneizada, sem aquecimento prévio, e transferida para
seringas sendo depositada no corpo do utero. O diagnostico de gestagdo foi realizado por

palpacao retal aos 20 dias e confirmado aos 30 e 45 dias pds-ovulagao.

Experimento 1

Para a refrigeracdo e preservagdo do s€men eqiiino sob refrigeragdo por 24 horas foi
montado um container (CP1) a partir de uma caixa isotérmica quadrada de 25,5 x 19,5 cm
(altura x largura) e 2,5 cm de espessura. A refrigeragdo do sistema foi feita por cinco
bombonas plasticas reciclaveis de 13,8 x 9,8 x 5,0 cm (comprimento x largura x espessura). O
sémen foi estocado em recipiente cilindrico de vidro, revestido externamente por espuma de
2,0 cm de espessura e acondicionado em copo isotérmico com 0,5 cm de espessura (Figura 1).

Para o estabelecimento da taxa de refrigeracdo a haste de um termdmetro digital,
modelo Ioptherm 46°, foi inserida nas amostras seminais (n=5) e apos o container (CP1) ser
lacrado foram feitas leituras seriadas da temperatura a cada 10 minutos durante as primeiras
seis horas e a cada 30 minutos até as 24 horas.

Foram processados 24 ejaculados de seis garanhdes. Apds as colheitas, o sémen foi
filtrado e diluido em meio de minima contaminacao (Kenney et al., 1975) a uma taxa de

diluicao fixa de 3:1 (diluidor:sémen).

'Upjhon Produtos Farmacéuticos
Organon
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Figura 1. Componentes do CPl - bombonas plasticas reciclaveis, recipiente cilindrico de vidro para
armazenamento do sémen e copo isotérmico preenchido internamente por espuma.

A amostra de sémen foi fracionada e estocada por 24 horas no CP1 e no Equitainer ™
(EQ) - sistema comercial americano utilizado como controle (Douglas-Hamilton et al., 1984).

Foi avaliada a motilidade progressiva (%) nos momentos pré-refrigeracdo (M-0) e 24
horas pos-refrigeragdo no CP1 (CP1-M24) e no EQ (EQ-M24). Antes da avaliacao da variavel
procedeu-se o aquecimento de 5 ml da amostra seminal a 38°C por 10 minutos.

A andlise estatistica foi feita através do teste de Wilcoxon para dados emparelhados
para avaliar os valores medianos. Para efeito de rejeicdo da hipdtese de nulidade utilizou-se

0=5% (Zar, 1984).

Experimento 2

Avaliou a influéncia de diferentes concentragdes espermaticas e do volume total na

preservagao do sémen eqiiino refrigerado por 48 horas.
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O container CP1 conferiu satisfatéria preservacdo do sémen eqiiino por 24 horas,
entretanto, em virtude da caixa isotérmica ndo ser comercialmente acessivel, a mesma foi
substituida por outra similar, idealizando-se outro container (CP2) (Figura 2) com os mesmos

objetivos.

Figura 2. Descrigdo detalhada do container CP2: caixa isotérmica retangular em isopor com as seguintes
dimensdes internas (em centimetros): comprimento 25,0; largura 17,1; altura 20,4 e parede externa com
espessura de 1,6 cm. O modelo ¢ equipado internamente com cinco unidades de gelos reciclaveis contidos em
bombonas plasticas com as seguintes medidas, em centimetros, comprimento 13,8; largura 9,8; espessura 5,0,
dispostas de maneira a circundar uma caixa cilindrica também de isopor, em formato de copo cujas dimensdes
internas, em centimetros, sdo as seguintes: didmetro 7,0; e altura 9,8, sendo sua parede externa de 1,0 cm de
espessura, sendo que, dentro deste copo de isopor, envolvida por uma manta de espuma, fica contido o recipiente
cilindrico de vidro, onde é armazenado o sémen - Patente: Modelo de utilidade n. 000037, INPI/MS, 24 de
Janeiro de 2003.

Para o estabelecimento da taxa de refrigeracdo a haste de um termdmetro digital,
modelo Ioptherm 46°, foi inserida nas amostras seminais (n=2) e apos o container (CP2) ser
lacrado, foram feitas leituras seriadas da temperatura a cada 10 minutos durante as primeiras
seis horas e a cada 60 minutos, até 48 horas, sem a troca do sistema de refrigeracao.

Com o intuito de verificar a influéncia de dois volumes (50 ¢ 100 ml) e duas

concentracdes espermaticas (500 e 750 x 10°) sobre a taxa de refrigeracio e a preservacio do
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sémen eqiliino armazenado no container CP2 durante 48 horas, foram processados dez
ejaculados de um garanhao adulto da raca Pantaneira, de fertilidade conhecida.

Apbs a colheita de sémen o ejaculado foi fracionado e diluido em meio de minima
contaminagio (Kenney et al., 1975), ajustando-se o volume (ml) e a concentracio (x10°),
respectivamente, para os diferentes tratamentos: T1 - 50/500; T2 - 50/750; T3 - 100/500 ¢ T4
- 100/750.

O sémen foi estocado no CP2 e apds 24 horas, o sistema de refrigeragdo passiva foi
substituido e mantido por até 48 horas, sendo estabelecida a curva de refrigeragao.

As variaveis analisadas foram: motilidade progressiva (%) e integridade da membrana
plasmatica, avaliada pela associagdo de dois corantes supra-vitais, Eosina Y e Nigrosina
(Barth e Oko, 1989).

As caracteristicas seminais foram avaliadas nos momentos pré-refrigeragao (M-0), 24
(M-24) e 48 horas (M-48) pos-refrigeracao.

O teste de normalidade de Anderson-Darling com p=0,0000 rejeitou a normalidade
dos dados em todos os momentos. Levando em consideragdo que os dados nao apresentavam
distribuicdo normal, as variaveis sdo emparelhadas (dependentes) e as variancias diferentes, a
analise de variancia paramétrica classica ficou inviavel. Por outro lado, ndo existe a analise de
variancia ndo paramétrica equivalente no caso de trés fatores. Desta forma, para a analise dos
dados trés fatores foram estudados: tempo, volume (50 ou 100 ml) e concentragdo (500 ou
750 x 10°). Compararam-se os tratamentos, dois a dois, em nivel de significancia de 5%,

usando o teste de Wilcoxon para dados emparelhados (Zar, 1984).

Experimento 3

O objetivo deste estudo foi avaliar por quanto tempo o CP2 era eficiente em manter as

amostras de sémen até uma motilidade minima de 30%.
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Utilizou-se 13 ejaculados de um garanhdo da raca Pantaneira. Apos a colheita do
sémen procedeu-se com sua diluicdo em meio de minima contaminagdo (Kenney et al., 1975),
ajustando-se o volume e a concentracio para 30 ml e 500 x 10°, respectivamente. Apés a
dilui¢do o sémen foi estocado no container CP2.

As varidveis analisadas foram: motilidade progressiva (%) e integridade da membrana
plasmatica, avaliada pela associacdo de dois fluorocromos, diacetato de carboxifluoresceina
(FDA) e iodeto de propidio (IP) (Harrison e Vickers, 1990).

As caracteristicas seminais foram avaliadas nos momentos pré-refrigeragao (M-0), 24
(M-24), 36 (M-36), 42 (M-42) e 48 (M-48) horas pos-refrigeragao.

Para a apresentacao dos dados relativos as varidveis estudadas foi utilizada a estatistica

descritiva (Zar, 1984).

Experimento 4

Foram processados dez ejaculados de dois garanhdes da raca Pantaneira, para avaliar
as caracteristicas seminais e taxa de fertilidade in vivo do sémen eqiiino refrigerado a 2°C por
24 horas.

As colheitas de sémen foram realizadas 24 horas antes da inseminagdo artificial (IA)
sendo o ejaculado diluido em meio de minima contaminagdo (Kenney et al., 1975) a uma taxa
de 3:1 (diluidor: sémen) e posteriormente estocado no CP2.

As variaveis analisadas foram: motilidade progressiva (%) e integridade da membrana
plasmatica, avaliada pela associacdo de dois fluorocromos, diacetato de carboxifluoresceina
(FDA) e o iodeto de propidio (IP) (Harrison e Vickers, 1990) e, taxa de prenhez ao 1° ciclo.

As caracteristicas seminais foram avaliadas pré-refrigeragdo (M-0) e 24 horas pos-

refrigeracao (M-24).
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Para avaliar a taxa de prenhez ao 1° ciclo do sémen eqiiino refrigerado por 24 horas no
CP2, foram utilizadas 26 éguas da raga Pantaneira pertencentes a diferentes categorias
reprodutivas, com idade média de 9,28 + 3,59 anos, escore corporal médio de 4,10 £+ 0,50,
segundo proposto por Henneke et al. (1983), distribuidas aleatoriamente entre os garanhdes.

A concentracdo média de espermatozoides vidveis na amostra seminal utilizada para
IA foi de 650 + 125 x 10° ¢ 0 volume médio de 45 + 15 ml.

Para a apresentagdo dos dados foi utilizada a estatistica descritiva (Zar, 1984).

Experimento 5

Mediante os resultados dos experimentos anteriores observou-se que o container CP2
foi eficiente na preservacdo do sémen eqiiino nos diferentes momentos estudados. Desta
forma, para avaliar as caracteristicas seminais e a taxa de prenhez ao 1° ciclo com sémen
eqiiino refrigerado por 48 horas no CP2, foram utilizados 12 ejaculados de dois garanhoes da
raga Pantaneira.

O sémen foi colhido 48 horas antes da realizagao da IA, sendo o ejaculado diluido em
meio de minima contaminacao (Kenney et al., 1975) a uma taxa de 3:1 (diluidor: sémen) e,
posteriormente estocado no CP2.

As varidveis analisadas foram: motilidade progressiva (%) e integridade da membrana
plasmatica, avaliada pela associacdo de dois corantes supra-vitais, a Eosina Y e a Nigrosina
(Barth e Oko, 1989) e, taxa de prenhez ao 1° ciclo.

As caracteristicas seminais foram avaliadas nos momentos pré-refrigeracao (M-0), 24
(M-24) e 48 (M-48) horas pos-refrigeracao.

Para avaliar a taxa de prenhez ao 1° ciclo do sémen eqiiino refrigerado por 48 horas no

CP2, foram utilizadas 13 éguas da raga Pantaneira, sendo sete destinadas ao garanhdo A e seis
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ao B. As matrizes tinham idade média de 10,45 + 3,88 anos, escore corporal médio de 5,60
0,70 (Henneke et al., 1983) e, pertenciam a diferentes categorias reprodutivas.

A concentracdo média de espermatozoides vidveis na amostra seminal utilizada para

IA era de 750 £ 150 x 10° ¢ 0 volume médio de 39 + 17 ml.

Para a apresentag@o dos dados foi utilizada a estatistica descritiva (Zar, 1984).

3. Resultados

Experimento 1

A temperatura média das amostras de sémen no momento pré-refrigeracao (M-0), 30 e
60 minutos ap6s a estocagem no container CP1 foi de 38,4 £2,2; 27,7 + 3,1°C e17,3+1,7°C,
respectivamente (Figura 3). A taxa média de refrigera¢do nos primeiros 30 minutos foi de -
0,36 + 0,02°C e na primeira hora foi de -0,35 + 0,03°C. Para o intervalo compreendido entre
21,1°C e 7,9°C, a taxa de queda da temperatura foi de -0,11 £+ 0,03°C. A temperatura mais

baixa alcancada pela amostra seminal no CP1 foi de 2,1°C apos 22 horas e 15 minutos de

armazenamento.
40 -
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o 27.7°C (30")
©
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Figura 3. Curva de refrigeragdo do sémen armazenado no container CP1 em fungdo do tempo.
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Observa-se na tabela 1 os valores da média, desvio padrao, mediana, moda, minimo e
maximo para a motilidade progressiva (%).

A andlise dos dados mostrou que os valores medianos referentes a motilidade
progressiva (%) no momento pré-refrigeracdo (M-0) foram superiores (p<0,05) aos demais
momentos. Na comparagdo entre o CP1-M24 e EQ-M24, a motilidade progressiva foi

superior no tratamento EQ-M24 (p<0,05).

Tabela 1. Estatistica descritiva dos valores da motilidade progressiva (%) para o sémen nos momentos pré-
refrigeracao (M-0) e ap6s 24 horas nos containers CP1 (CP1-M24) e EQ (EQ-M24).

M-0 CP1-M24 EQ-M24
Motilidade (%) Motilidade (%) Motilidade (%)
Média + desvio padrao 72,5+6,8 475+133 50,0 £ 10,5
Md 704 45° 50¢
(Min.-Max.) 60-80 30-70 30-70
n 24 24 24

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (p<0,05).

Experimento 2

Durante a etapa de estabelecimento da taxa de refrigeracdo do CP2 a temperatura
média das amostras de sémen no momento pré-refrigeragao (M-0), 35 e 65 minutos foram de
36,5 £ 1,2; 27,8 £ 1,2 e 21,3 = 1,4°C, respectivamente (Figura 4). As taxas médias de
refrigeragdo nos primeiros 35 e 65 minutos foram de -0,25 + 0,02°C e -0,23 =+ O,OIOC,
respectivamente. Para o intervalo compreendido entre 19,6°C e 7,9°C, a taxa de queda da
temperatura foi de -0,081 + 0,002°C. A temperatura mais baixa alcancada pela amostra, sem a
troca do sistema de refrigeragao do CP2 foi de 2,0°C, atingida apos 21 horas e 55 minutos e,

50 horas depois de armazenado o s€émen apresentava uma temperatura de 14,7°C.
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Figura 4. Curva de refrigeragdo do sémen armazenado no container CP2 em fungdo do tempo.

Observa-se na tabela 2 as taxas de refrigeracdo dos containers CP1 e CP2 nos
momentos pré-refrigeragdo (M-0), 30 (5) e 60 (5) minutos pods-refrigeragdo e entre
aproximadamente 20 e 8°C, além da temperatura mais baixa alcancada pelas amostras

seminais durante o periodo de estocagem sem troca do sistema de refrigeracao.

Tabela 2. Taxas de refrigeracdo em fungdo do tempo, para o intervalo aproximado de 20°C a 8°C e momento em
que foi atingida a menor temperatura, para os containers CP1 e CP2, sem a troca do sistema de refrigeragao.

Taxas de refrigeragio (°C)

Momentos (min.) CP1 CP2
CP1 (30) - CP2(35) - 0,36 £ 0,02 -0,25+0,02
CP1 (60) - CP2(65) -0,35+0,03 -0,23+0,01
Temperatura (°C) CP1 CP2
CP1 (21,1 — 7,9) CP2 (19,6 - -0,11 +£0,03 -0,081 +0,002
7,9)
Menor temperatura (tempo) 2,1 (22 h 15 min.) 2,0 (21 h 55 min.)

Para os tratamentos 1, 2, 3 e 4, as taxas médias de refrigeracdo nos primeiros 30 e 60
minutos sdo apresentadas na tabela 3. A temperatura mais baixa foi de -3,6°C alcancgada pela
amostra do tratamento 4 aos 45 minutos ap0s a troca do gelo e para os tratamentos 1, 2 e 3, as
temperaturas mais baixas atingidas foram de -3,5°C; -0,2°C; -0,8°C, atingida aos 45 minutos

apos a troca dos gelos (Figuras 5 € 6).
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Tabela 3. Taxa média de refrigeracdo do sémen eqiiino aos primeiros 30 e 60 minutos segundo diferentes
volumes e concentragdes.

Taxa de refrigeragio (°C)

Tratamentos (ml / x 10°) 30 minutos 60 minutos
50/500 -0,43 +£0,01°C -0,30 +£ 0,03°C
50/750 -0,45+0,02°C -0,34+0,03°C
100 /500 -0,27 +£0,01°C -0,22 +£0,01°C
100 /750 -0,20 + 0,03°C -0,17 +0,03°C
n 5 5

—~ 35~
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Figura 5. Curva de refrigeracdo do sémen com volumes de 50 ml e concentragdes espermaticas de 500 e 750 x
10° durante a estocagem no CP2 em fungio do tempo.
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Figura 6. Curva de refrigeracdo do s€émen com volumes de 100 ml e concentra¢des espermaticas de 500 e 750 x
10° durante a estocagem no CP2 em fungio do tempo.

Maiores valores medianos (p<0,05) da varidvel motilidade progressiva (%) foram

obtidos no momento pré-refrigeracio (M-0) quando comparados aqueles dos quatro

tratamentos as 24 (M-24) e 48 horas (M-48). Os valores medianos de motilidade progressiva

(%) as 24 horas de armazenamento diferiram (p<0,05) entre os tratamentos 1 e 2 e 1 ¢ 3. Os
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valores medianos de motilidade progressiva (%) as 48 horas de armazenamento nao diferiram
(p>0,05) entre os tratamentos. Houve diferenca significativa (p<0,05) para os valores
medianos da motilidade progressiva (%) entre os periodos de 24 e 48 horas de

armazenamento (Tabela 4).

Tabela 4. Comparagdo dos valores medianos de motilidade progressiva (%) nos momentos pré-refrigeracio (M-
0), 24 ¢ 48 horas pos-refrigeragio segundo diferentes volumes (ml) e concentragdes (x 10°) espermaticas.

Tratamentos (ml / X 106)

T1 - 50/500 T2 - 50/750 T3 - 100/500 T4 - 100/750

M-0O M-24 M48 M-24 M-48 M-24 M-48 M-24 M-48

Mediana 804 658 50° 60°¢ 45° 55¢ 45° 605¢ 50°
Valor p* 0,0077 0,0406 0,0300 0,0209

n 10 10 10 10 10

Letras maiusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon.
Letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon.
* Comparacdo das medianas dentro de tratamento nos diferentes momentos de refrigeracao.

Os valores medianos do nimero de células integras no momento pré-refrigeragdo (M-
0), ndo diferiram (p>0,05) daqueles dos tratamentos durante as 24 horas de armazenamento.
Comparando-se os valores medianos do numero de células integras as 48 horas de
armazenamento foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre o controle M-0 e os
tratamentos 1 e 4. Em relacdo a comparagdo dos valores medianos para o nimero de células
integras as 24 e 48 horas de armazenamento nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre
os tratamentos. Nao se verificou diferenga (p>0,05) entre os valores medianos do nimero de
células integras entre os dois periodos de armazenamento dentro do mesmo tratamento

(Tabela 5).

Tabela 5. Comparacdo dos valores medianos para o ntimero de células integras nos momentos pré-refrigeragdo
(M-0), 24 ¢ 48 horas pos-refrigeragdo segundo diferentes volumes (ml) e concentragdes (x 10°) espermaticas.

Tratamentos (ml / x 10°)

T1 - 50/500 T2 - 50/750 T3 - 100/500 T4 - 100/750

M-0O M-24 M48 M-24 M-48 M-24 M-48 M-24 M-A48

Mediana 89,54 90 83,5 90" 87%¢ 87% 85,5 88,5% 83"
Valor p* 0,0593 0,8127 0,3139 0,4148

n 10 10 10 10 10

Letras maitsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon.
Letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon.
* Comparacdo das medianas dentro de tratamento nos diferentes momentos de refrigeragéo.
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Experimento 3

Os valores médios de motilidade progressiva (%) e nimero de células integras para os

momentos pré-refrigeracao (M-0), e apos 24, 36, 42 ¢ 48 horas de refrigeracao (M-24, M-36,

M-42 e M-48, respectivamente, se encontram na tabela 6.

Tabela 6. Valores médios (+ desvio padrdo) para as variaveis motilidade progressiva (%) e numero de células

integras durante refrigeragdo por 48 horas no container CP2.

Momentos n Motilidade progressiva Numero de células
(ejaculados) (%) integras™
M-0 13 (100%) 74,60 + 05,18 82,46 £ 5,20
M-24 13 (100%) 55,76 £ 09,54 81,10 £ 5,34
M-36 12 (92,31%) 42,72 + 09,04 79,11 £ 7,34
M-42 09 (69,23%) 38,88 + 11,66 80,25 + 5,65
M-48 04 (30,77%) 35,00 + 10,00 72,75 + 1,50

*Eosina-nigrosina.

No M-24 todas as amostras apresentavam motilidade progressiva superior a 30%.
Cerca de 70% (9/13) das amostras estavam com mais de 30% de motilidade progressiva as 42

horas, sem a troca do sistema de refrigeragao.

Experimento 4

No momento pré-refrigeracao (M-0) o valor médio para motilidade progressiva (%) foi
de 67,0 + 6,7. Apds 24 horas de refrigeracdo no CP2, a motilidade progressiva foi de 39,5 +
10,7. O ntimero de células integras no M-0 foi de 72,6 £ 6,7 e no M-24 de 43,0 £ 7,6. A taxa

de prenhez ao primeiro ciclo foi de 69,23% (18/26).
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Experimento 5

No momento pré-refrigeragdo (M-0) os valores médios para motilidade progressiva
(%) e numero de células integras foram de 71,7 £ 5,8 e 81,8 + 5,3, respectivamente. Para M-
24, valores de 56,7 = 6,5 ¢ 79,1 = 3,5, respectivamente para as variaveis motilidade
progressiva (%)e numero de células integras. As 48 horas de refrigeracdo os valores médios
para as variaveis motilidade progressiva (%) e nimero de células integras foram de 44,2 + 6,7

e 75,7+ 2,5. A taxa de prenhez ao primeiro ciclo foi de 69,23% (9/13).

4. Discussao

A TA com sémen eqiiino submetido ao transporte se expandiu apds o langcamento
comercial do Equitainer'™, que possui uma taxa ideal para refrigeragio de -0,30°C/min
(Douglas-Hamilton et al., 1984). Embora amplamente utilizado por diversos paises fatores
como seu custo elevado e por ndo ser descartavel, contribuiram para o desenvolvimento de
produtos similares. Nos containers testados neste trabalho, as taxas médias de refrigeragao até
os 60 minutos, no CP1 (-0,35 + 0,03°C/min) e CP2 (-0,23 + 0,01°C/min), foram similares as
indicadas por Douglas-Hamilton et al. (1984), Province et al. (1985) e Varner et al. (1989).
Dentro do intervalo de temperatura em que ocorre o choque térmico 19 a 8°C (Graham,
1996), a taxa média de refrigeracdo para o container CP1 (-0,11 + 0,03°C/min) foi cerca do
dobro da recomendada por alguns autores que consideram que esta ndo deva ser superior a -
0,05°C/min (Kayser et al., 1992; Moran et al., 1992 ¢ Amann e Graham, 1993). Contudo, ao
observar os resultados do Experimento 1, verifica-se que embora a motilidade progressiva
tenha sido superior (p<0,05) para o sémen armazenado no Equitainer "(EQ), a pequena

diferenga entre os valores (CP1 — 45% vs EQ — 50%), provavelmente ndo tenha significado
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biologico, por esta ter sido estimada subjetivamente. Para o CP2 a taxa média de refrigeragao
durante a fase do choque térmico foi de -0,081 + 0,002°C/min, pouco superior a recomendada
por Kayser et al. (1992), Moran et al. (1992) e Amann e Graham (1993). Cabe salientar que, a
parede da caixa isotérmica do CP1 era mais espessa em cerca de 1 cm, fato que pode ter
contribuido para uma taxa de refrigera¢ao mais rapida.

A taxa de refrigeragdo do sémen depende do volume e da temperatura inicial da
amostra (Douglas-Hamilton et al., 1984; Squires et al., 1999 e Brinsko et al., 2000), fato
observado no experimento 2, para os primeiros 30 ¢ 60 minutos de armazenamento no CP2,
quando as taxas médias de refrigeracdo foram mais lentas para volumes de 100 ml quando
comparada as amostras de 50 ml, sem diferenca entre os tratamentos para as caracteristicas
seminais. Nos experimentos 2, 3, 4 e 5, o volume variou de 22 a 100 ml, sem
comprometimento da qualidade seminal por até 48 horas. Portanto, conforme ressaltam
Douglas-Hamilton et al. (1984) e Brinsko et al. (2000), ¢ importante observar e atender as
recomendacdes técnicas dos fabricantes dos containers em relagdo ao volume da amostra de
sémen a ser refrigerada.

Ha controvérsias entre pesquisadores sobre a temperatura ideal de estocagem do
sémen eqiiino, por periodos de 18 a 72 horas. Alguns relataram que a preservacao entre 15 e
20°C foi superior para as caracteristicas seminais e/ou fertilidade (Province et al., 1985;
Batellier et al., 2001 e Lindsey et al., 2005), enquanto outros afirmaram ser mais indicada a
estocagem entre 4 e 5°C (Varner et al., 1988; Varner et al., 1989 e Ball, 1998). A temperatura
mais baixa no CP1 e CP2 foi de aproximadamente 2,0°C, quando ndo houve a troca de gelos,
portanto, abaixo da recomendada (Varner et al., 1989; Moran et al., 1992; Ball, 1998;
Batellier et al., 2001; Moore et al., 2005), mas, sem efeitos deletérios sobre motilidade,
integridade da membrana plasmatica e capacidade fecundante do sémen, por até 48 horas,

conforme atestam as taxas de prenhez ao 1° ciclo de 69,23% (Experimentos 4 e 5).
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No Experimento 2, as 24 horas os gelos reciclaveis foram substituidos e 45 minutos
apods a troca todos os tratamentos acusaram temperaturas inferiores a 0°C, porém, apos 48
horas de refrigeracdo, os valores de motilidade progressiva e células integras foram similares
aos obtidos por Malmgren (1998) as 24 horas, utilizando o Equitainer I™. Temperaturas
abaixo de 0°C, também foram relatadas por Katila et al. (1997) e Brinsko et al. (2000), de -
0,1°C (ExpectaFoal™) e -5,7°C (Lane-STS™), respectivamente, sem efeito prejudicial sobre
a motilidade espermatica. E possivel que uma associagdo de fatores tenha contribuido para a
reducdo de provaveis lesoes celulares, como a presenca dos crioprotetores extracelulares do
diluidor, lipoproteinas do leite e glicose, € uma boa de taxa de refrigeragdo durante a fase de
transicao dos lipideos da membrana (Graham, 1996).

Durante os experimentos, tanto CP1 como CP2 permaneceram sob condigdes
laboratoriais sem controle da temperatura ambiente e, além disso, ndo sofreram influéncia
direta de variagdes climaticas externas como calor intenso e insolagdo, fatores que interferem
nas taxas de refrigeracdo e temperatura final de estocagem do sémen (Valle et al., 1999 e
Brinsko et al., 2000). No entanto, CP1 e CP2 possuem cinco bombonas de gelo reciclavel, ou
seja, um sistema de refrigeragdo maior que o da maioria dos equipamentos ja testados
(Douglas-Hamilton et al. 1984; Malmgren, 1998; Brinsko et al., 2000; Valle et al., 2000). Tal
fato provavelmente garantiu que as 50 horas de estocagem, sem a troca dos gelos, o sémen
apresentasse uma temperatura média de 14,7°C, semelhante & obtida por Malmgren (1998), de
12,2°C, para 24 horas de preservacao do s€émen no Equitainer I™, quando este foi submetido
a uma temperatura externa de 37°C. Portanto, pode-se supor que ao submeter o CP2 a uma
temperatura externa elevada, comum em paises tropicais como o Brasil, possivelmente, esta
ndo tera influéncia negativa sobre a qualidade do sémen. Desta forma, torna-se desnecessaria
a troca do sistema de refrigeragdo, aumentando a praticidade em nivel de campo, além do

tempo de transporte, em geral, ser de 24 horas, momento em que o CP2 encontra-se a 2°C.
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O armazenamento, sob refrigeracdo, por periodos superiores a 24 horas, pode
desencadear processos bioquimicos que comprometem a motilidade, integridade da
membrana plasmatica e fertilidade dos gametas (Jasko et al., 1992; Pommer et al., 2002 e
Aurich, 2005). No experimento 5, as 48 horas de refrigera¢do, sem a troca do sistema de
refrigeracdo, os valores de motilidade progressiva estiveram pouco acima do recomendado
por Darenuis (1998), de 40% apds 12 horas, cerca de 76% de células integras e uma taxa de
prenhez ao 1° ciclo igual a do experimento 4 (refrigeragdo por 24 horas), comprovando a
eficiéncia do CP2 na preservacao da qualidade e fertilidade seminais.

A melhor medida da fertilidade ¢ a taxa de prenhez (Squires et al., 1999) e esta sofre
influéncia da concentragdo espermatica, volume da dose inseminante e, além da freqiiéncia
das inseminagdes, depende, principalmente, do intervalo entre IA e a ovulagdo (Allen, 2005).
Nos testes in vivo tanto os volumes (22 a 66 ml) como concentracdes (525 a 900 x 10°
utilizados nao tiveram efeito negativo sobre as taxas de prenhez e encontram-se dentro de
valores relatados por diversos autores (Douglas-Hamilton et al., 1984; Squires et al., 1989;
Pickett e Shinner, 1994; Valle et al., 2000).

Neste estudo o uso do hCG permitiu que fosse utilizada uma IA/ciclo, manejo
sugerido por varios pesquisadores (Allen, 1984; Shore et al., 1998; Brandao et al., 2003), com
uma taxa de prenhez ao 1° ciclo de 69,23%, valor similar aos obtidos por Douglas-Hamilton
et al. (1984), Jasko et al. (1992), Heiskanen et al. (1994) e Valle et al. (1999), utilizando
inseminacdes em dias alternados até a detec¢do da ovulagdo. Sem o uso de indutores da
ovulagdo, recomenda-se que as IA sejam realizadas a um intervalo maximo de 48 horas (Voss
et al., 1982; Brinsko e Varner, 1992; Brandao et al., 2003), o que aumenta o numero de
inseminagdes / ciclo e/ou concepgdo. J4, a inseminagdo unica / ciclo reduz os custos com a

colheita de sémen, mao-de-obra e transporte do material.
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5. Conclusoes

Conclui-se que o container CP1 apresentou satisfatoria taxa de refrigeracado,
manuten¢do da temperatura por 24 horas e boa preservacdo das caracteristicas seminais
durante a estocagem. O container CP2 mostrou-se eficiente quanto as caracteristicas de
refrigeragdo, preservagdo da motilidade e integridade da membrana plasmatica,
proporcionando bons indices de fertilidade apds preservagdo do sémen eqiiino por 24 e 48
horas. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para avaliar a influéncia das variagdes

climaticas sobre as caracteristicas de refrigeracdo do CP2.
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