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RESUMO

Uma vez que o uso rotineiro de sémen congelado de garanhdes apresenta algumas
limitacbes que impedem seu uso em larga escala, faz-se necessario o uso do
sémen refrigerado. O sémen refrigerado eqiiino é normalmente utilizado para
possibilitar que um material genético de alta qualidade seja disseminado a longa
distdncia. Ao atingir a temperatura de refrigeracdo, a atividade metabdlica dos
espermatozéides diminui, bem como a formacdo de radicais livres. Estes, por sua
vez, causam danos irreversiveis as células espermaticas e, portanto, a sua menor
formacdo é muito vantajosa. No entanto, ao manusearmos o sémen utilizando
técnicas de conservacdo como a refrigeracdo, é necessario estarmos conscientes
sobre as caracteristicas e fragilidades dos espermatozoides, visto que, se realizada
de maneira errbnea, esta técnica pode prejudicar a funcdo dos mesmos, bem como
o0 tempo de capacitacdo espermatica e reacio acrossémica. E necessario que a taxa
de refrigeracdo seja lenta e que o tempo e a temperatura de armazenamento do
sémen obedegam os intervalos ja estabelecidos. Além disso, deve-se fazer uso de
diluentes e obter uma diluicdo ideal do ejaculado, para que seu uso possa ser
otimizado. E importante enfatizar, também, que, para a obtencdo de bons indices
de fertilidade, o sémen, depois de processado (colhido e diluido ao meio de
manutengdo do sémen) deve ser acondicionado em recipientes especialmente
desenvolvidos para este fim e aplicados no Utero em um prazo de até 24 horas de

refrigeracao.
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ABSTRACT

Because the routine use of frozen semen has some limitation that don’t permit its
use in a large-scale, it is necessary to use the cooled semen. The equine cooled
semen is normally used to enable that a genetic material with high quality be
spread over long distances. When it reaches the temperature of refrigeration, the
sperm metabolic activity decreases and the free radicals formation minimize.
These ones cause irreversible damages to the sperm cells and, so, its lower
formation is very advantageous. However, when we manipulate the semen using
conservation techniques, like refrigeration, it is necessary to be aware about the
sperm characteristics and fragilities, because, if performed erroneously, this
technique can be harmful to the sperm function as well as to the time of sperm
capacitation and acrosome reaction. It is necessary that cooling rate is slow and
that the time and the storage temperature of the sperm obey the ranges that are
already established. Moreover, we should make use of diluents and obtain the
ideal sperm dilution, so that its use can be optimized. It’s also important to
emphasize that to obtain good fertility rates, the semen, after processed (collected
and diluted) must be conditioned in recipients specially developed for this

purpose.
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1 INTRODUCAO

Diante a posicdo de destaqgue que o Brasil ocupa na equideocultura
internacional, tornou-se necessario a incorporacdo de novas biotecnologias com o
objetivo de acelerar e facilitar o melhoramento genético.

Existem fatores limitantes ao uso do sémen fresco, como a grande extensédo
territorial brasileira. Além disso, o alto metabolismo espermaético a temperatuera
ambiente impede a utilizacdo do sémen fresco horas ap6s a sua colheita. A
refrigeracdo de sémen é uma interessante alternativa para superar estas limitagoes.

O tempo de utilizacdo do sémen refrigerado € superior ao do sémen fresco,
pois a baixas temperaturas o metabolismo celular é mais baixo. A atividade
metabdlica leva a formacdo de radicais livres (RL) que prejudicam o0s
espermatozéides. Estudos demonstraram que a cada 10 °C reduzidos na
temperatura das células, o metabolismo celular é reduzido em 50%. No entanto, a
refrigeracdo apenas reduz o metabolismo celular, mas ndo o cessa completamente.
Logo, as 24 horas permitidas ao armazenamento do material estdo intimamente
relacionadas a quantidade de metabdlitos presentes no diluente. Ultrapassado o
tempo méaximo, essa quantidade é alta o suficiente para reduzir, em muito, a
fertilidade e a motilidade dos espermatozdides, tornando o material inviavel para
o0 uso (Alvarenga et al.,2007).

Por mais que a refrigeracdo de sémen seja benéfica aos espermatozdides,
esta técnica deve ser realizada de forma correta e cuidadosa, caso contrario, seu
uso se torna prejudicial as células espermaticas.

Aurich (2005) define como consequéncias da queda de temperatura em
taxas superiores aquelas indicadas para a especie, as alteracGes caracterizadas por
um modelo anormal de movimento e rapida queda da motilidade espermatica,
lesbes nas membranas, redugédo do metabolismo, perda de enzimas e de outros
componentes intracelulares. No entanto, parece haver consenso entre oS
pesquisadores sobre a necessidade de se utilizar uma taxa de refrigeragédo lenta,

ndo superior a -0,05°C/min, entre 19 e 8°C, visto que esta € a fase critica de



ocorréncia das lesGes nas membranas espermaticas (Kayser et al., 1992; Moran et
al., 1992; Stryer, 1992; Amann e Graham, 1993; Squires et al., 1999).

Resultados de pesquisas cuja finalidade € verificar a temperatura ideal de
estocagem para 0 sémen equino, mostraram que ha controveérsias. Alguns autores
mostraram que a preservacdo entre 15 e 20°C é mais eficaz na manutencdo das
caracteristicas seminais e fertilidade, enquanto outros confirmaram que a
estocagem a 4 e 5°C é superior. No Brasil, a refrigeracdo entre 15°C e 20°C é a
mais utilizada rotineiramente por apresentar menor custo e por nao se fazer
necessario o uso de containers com controle da queda de temperatura (Alvarenga
etal., 2007).

Além da curva de refrigeracdo e temperatura de armazenamento ideal, o
uso de diluentes na refrigeracdo de sémen, também apresenta extrema
importancia, j& que sdo capazes de estabilizar as membranas espermaticas durante
a fase de transicdo, momento no qual ocorrem as maiores lesdes celulares. Para
minimizar os danos causados pelo choque térmico, uma variedade de substancias
pode ser adicionada ao meio diluidor (Kenney et al., 1975).

A dose inseminante é outro fator que deve-se dar importancia quando fala-

se em refrigeracdo de sémen. Atualmente, no Brasil, preconiza-se uma

concentracédo de 800 x 106 al1lx10° de espermatozéides méveis.

E para finalizar, é importante enfatizar que, para a obtencdo de bons
indices de fertilidade, o sémen, depois de processado (colhido e diluido ao meio
de manutencdo do sémen) deve ser acondicionado em recipientes especialmente
desenvolvidos para este fim. No Brasil ja existem sistemas eficientes para
transporte de sémen equino, entre eles, o transporte a 15°C (Botu-Box, Max-
Sémen), um outro para transporte a 5°C (Botutainer) e, recentemente foi
desenvolvido o transporte tanto a 5°C quanto a 15°C (Botuflex) (Carmo &
Almeida, 2011).



2 REVISAO DE LITERATURA

O Brasil é hoje um pais de referéncia no estudo e na utilizacdo de
biotécnicas aplicadas a reproducdo eqliina, como a Inseminacdo Artificial (1A).
Esta técnica tem sido utilizada, principalmente, para aumentar o numero de
produtos obtidos de um determinado garanhdo, bem como para superar 0S
problemas relacionados a extensdo geogréfica do pais e riscos fisicos e sanitarios
do transporte de éguas, ou seja, tem sido bastante Gtil para vencer as dificuldades
do uso rotineiro do sémen, deixando-o mais competitivo (Alvarenga et al., 2007).

A 1A com sémen congelado ainda tem questdes técnicas a serem
solucionadas, como a variagdo individual frente & criopreservagdo, o baixo
rendimento de doses por ejaculado, o intenso manejo das éguas durante as
inseminacBes, maior custo por prenhez, além da grande oscilacdo das taxas de
prenhez em relacdo as obtidas com Monta Natural (MN) ou IA com sémen a
fresco ou refrigerado (Ball, 1998a; Backman et al., 2004). Dessa forma, a A com
sémen refrigerado vem sendo amplamente utilizada nas ultimas décadas, visto que
o0s resultados obtidos com o seu uso tém sido bastante satisfatorios. Jasko et al.
(1992c) relatam que taxas de gestacdo obtidas com sémen refrigerado por 24
horas sdo semelhantes as obtidas com sémen a fresco. Douglas-Hamilton et al.
(1984), utilizando sémen equino refrigerado a 4C por 6 a 23 horas, inseminaram
46 éguas de diferentes categorias reprodutivas, em dias alternados, até a detec¢édo
da ovulacdo, registrando taxa final de gestacdo de 91%.

Ao manusearmos 0 sémen utilizando técnicas de conservagdo como a
refrigeracdo, é necessédrio estarmos conscientes sobre as caracteristicas e
fragilidades dos espermatozoides, visto que, se realizada de maneira errbnea, esta
técnica podem prejudicar a fungdo dos mesmos, bem como o tempo de
capacitacdo espermatica e reagdo acrossomica. (Squires et al., 1999).

Espermatozoides sdo células especializadas com a fungdo peculiar de
fertilizar 6vulos. Apresentam mecanismos eficientes de movimentacgdo, entretanto
possuem capacidade limitada de biossintese e reparacdo de danos (Squires et al.,

1999). Embora um espermatozoide contenha somente 0s componentes essenciais



para realizar a fertilizacdo, trata-se de uma célula bastante complexa. Para
fertilizar um Ovulo é necessario que a célula espermatica apresente:
A) processos metabolicos para producdo de energia;
B) motilidade progressiva;
C) proteinas necessérias para sua sobrevivéncia no trato reprodutivo
feminino;
D) enzimas (no acrossomo) essenciais para penetracdo no ovulo e
E) distribuicdo adequada de proteinas e lipideos na membrana
plasmética que permita a reacdo acrossomal em periodo de tempo
ideal para a fusdo com o 6vulo.

Para desenvolver essas funcdes, o espermatozéide é compartimentalizado
em cabeca (acrossomo), pescoco, porcao intermedidria, porcdo principal e cauda.
A membrana plasmatica de cada um destes compartimentos ¢ composta de
proteinas e lipideos distintos, o que lhes confere diferentes propriedades fisicas
(Squires et al., 1999).

Parece haver consenso entre 0s pesquisadores sobre a necessidade de se
utilizar uma taxa de refrigeracdo lenta, ndo superior a -0,05°C/min, entre 19 e
8°C, pois esta € a fase critica de ocorréncia das lesGes nas membranas
espermaticas, ja que nesta faixa de temperatura, os lipideos da membrana estéo
passando pela fase de transicdo, indo do estado fluido para o gel (Kayser et al.,
1992; Moran et al., 1992; Stryer, 1992; Amann e Graham, 1993; Squires et al.,
1999).

Aurich (2005) define como consequéncias da queda de temperatura em
taxas superiores aquelas indicadas para a espécie, as alteracGes caracterizadas por
um modelo anormal de movimento e réapida queda da motilidade espermatica,
lesbes nas membranas, reducdo do metabolismo, perda de enzimas e de outros
componentes intracelulares.

Sabe-se que a temperatura corpdrea e ambiente 0 metabolismo espermatico
é maximo e resulta na formacdo de acido lactico e dioxido de carbono. Estes

produtos metabolicos aumentam a acidez do sémen e estimulam a peroxidagédo



dos lipideos da membrana, causando danos permanentes a célula (Squires et al.;
1997).

As células espermaticas sdo sensiveis a lesdes peroxidativas devido a
grande quantidade de &cidos graxos polinsaturados em sua membrana. Estas
lesbes induzem a geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), grandes
responsaveis por danos na viabilidade e fertilidade de espermatozéides (Alvarez e
Moraes, 2006). Os &cidos graxos insaturados sdo essenciais para propiciar a
membrana plasmatica dos espermatozdides a fluidez necessaria no evento de
fusdo com o ovdcito e conseguinte fertilizacdo. Quando ROS atacam as duplas
ligacGes dos 4&cidos graxos insaturados, inicia-se uma reagdo em cadeia de
peroxidacdo lipidica que, caso ndo seja interrompida, conduzira a perda da funcao
espermatica (Aitken e Krausz, 2001). Os efeitos da reacdo peroxidativa incluem
perda de motilidade, de forma irreversivel, inibicdo de respiracdo espermatica,
lesbes no DNA espermatico e perda de enzimas intracelulares, interferindo na
capacidade fertilizante do espermatozdéide (White, 1993).

A fim de minimizar os danos celulares decorrentes do alto metabolismo
que o sémen fresco apresenta, a refrigeracdo passou a adquirir extrema
importancia na utilizacdo de biotécnicas da reproducdo. Estudos demonstraram
que a cada 10 °C reduzidos na temperatura das células, o metabolismo celular é
reduzido em 50%. Conseqlentemente, espermatozdides armazenados a 5°C ndo
produzem a grande quantidade de produtos metabdlicos que produziam a
temperatura corp6rea e ambiente e assim, a peroxidacao de lipideos da membrana
ocorre de forma mais lenta, prolongando a longevidade das células (Squires et al.,
1999).

Por mais que a técnica de refrigeracdo de sémen consiga reduzir o
metabolismo celular e, portanto, a producdo de radicais livres, estes continuam
presentes e trazendo prejuizos as células espermaticas. As 24 horas permitidas ao
armazenamento do material estdo intimamente relacionadas a quantidade de
metabolitos presentes no diluente. Ultrapassado o tempo maximo, essa quantidade
¢ alta o suficiente para reduzir em muito a fertilidade e a motilidade dos

espermatozéides, tornando o material inviavel para o uso (Alvarenga et al.,2007).



Com relacdo ao tempo e a temperatura de armazenamento e seus efeitos
sobre caracteristicas distintas do ejaculado, estudos concluiram que o sémen
armazenado a temperaturas de 20°C e 15°C por 36h apresentou valores de
motilidade superiores quando comparados ao armazenamento a 10°C e 5°C
(Province et. al., 1985). Este resultado contrasta com diversos experimentos
realizados posteriormente que demonstraram que a estocagem entre 4°C e 5°C por
24h levou a uma melhor motilidade espermatica, quando comparada a temperatura
de estocagem de 20°C e 0°C ou 2°C (Varner et al., 1988; Moran et al., 1992).

Desta forma, verifica-se que ha controvérsias entre os resultados de
pesquisas cuja finalidade € verificar a temperatura ideal de estocagem para o
sémen equino diluido. Alguns autores mostraram que a preservacdo entre 15 e
20°C é mais eficaz na manutencdo das caracteristicas seminais e fertilidade,
enquanto outros confirmaram que a estocagem a 4 e 5°C é superior. Entretanto, a
refrigeracdo entre 15°C e 20°C é a mais utilizada rotineiramente no Brasil por
apresentar menor custo e por ndo se fazer necessario o uso de containers com
controle da queda de temperatura (Alvarenga et al., 2007 ).

Além da curva de refrigeracdo e temperatura de armazenamento ideal, o
uso de diluentes na refrigeracdo de sémen, também apresenta extrema
importancia. Uma caracteristica importante dos diluidores utilizados na
preservacdo do sémen refrigerado € sua capacidade de estabilizar as membranas
espermaticas durante a fase de transicdo, momento no qual ocorrem as maiores
lesBes celulares. Assim, para minimizar os danos causados pelo choque térmico,
uma variedade de substancias pode ser adicionada ao meio diluidor (Kenney et al.,
1975).

A maioria dos meios diluentes tem por base de sua composicéo, leite
desnatado, glicose, gema de ovo e antibioticos. A acdo protetora da gema de ovo
se deve as lipoproteinas de baixa densidade (Amann e Graham, 1993), que
permanecem firmemente ligadas aos espermatozdides, em especial a lipoproteina
3 (Foulkes, 1977). Além disso, a gema de ovo estabiliza a membrana espermatica
pela neutralizagdo dos componentes deletérios existentes no plasma seminal
(Aurich, 2005).



Embora ndo se conhecga 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 protecdo conferida pelos
componentes do leite estaria relacionada aos seus efeitos antioxidantes.

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

De acordo com alguns autores (BATELLIER et al., 1997; MAGISTRINI
et al., 1992; BATELLIER et al., 2001), a utilizacdo de diluentes contendo leite é
mais adequada quando as amostras de sémen eqiiino sdo armazenadas em torno de
4°C. J& na refrigeracdo a 15°C, as amostras de sémen séo favorecidas quando se
utiliza um diluente sem leite (MAGISTRINI et al., 1992; BATELLIER et al.,
2001). No entanto, no estudo realizado por Farrds et al (2008), onde foram
comparados diluentes a base de leite desnatado (Botu-Semen® e Botu-Turbo®) e
outro contendo apenas fragdes purificadas do leite (INRA 96®), observou-se que
todos os diluentes podem ser utilizados sem prejuizos para a motilidade e
viabilidade espermaticas, tanto a temperaturas em torno de 5°C como de 15°C.

Bruemmert et al. (2002) e Squires et al. (1999) descreveram que a adigéo
de antioxidantes aos diluentes pode ser benéfica para a preservacdo da motilidade
e da integridade da membrana espermatica. Entretanto, Ball et al. (2001) néo
relataram efeito benéfico de diferentes substancias antioxidantes sobre a
preservacao da motilidade durante 72 horas de estocagem.

Goulart et al. (2004), tentando minimizar os efeitos provocados pelo
estresse térmico causado pela refrigeragdo do sémen eqiino, adicionaram a
pentoxifilina ao ejaculado diluido e refrigerado a 5°C, in vitro. Esta substancia,
por sua vez, melhorou a maioria dos parametros espermaticos relacionados a

motilidade, provavelmente, devido ao aumento da concentragdo intracelular de



nucleotideos ciclicos, em especial da adenina monofosfato ciclica (AMPc) e da
guanosina monofosfato ciclica (GMPCc).

A utilizacdo de antibidticos nos meios diluentes, se da a fim de minimizar
0 crescimento bacteriano durante o armazenamento do sémen até o momento da
inseminacao (Darenius, 1998). A superficie do pénis e do prepucio do garanhdo é
habitada por uma grande variedade de bactérias comensais e por algumas espécies
patogénicas (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Taylorella
equigenitalis) que podem promover endometrites na fémea equina e reducédo na
qualidade seminal, ocasionando subfertilidade dos garanhdes (Pickett et al.,
1999). Varios agentes antimicrobianos tém sido utilizados no sémen equino:
amicacina, amoxicilina, ampicilina, eritromicina, gentamicina, kanamicina,
lincomicina, acido nalidixico, polimixina B, estreptomicina, ticarcilina, penicilina
G e ceftiofur. Back et al. (1975) utilizaram um ejaculado de sete garanhdes para
avaliar o efeito de oito antibidticos (eritromicina, sulfato de gentamicina, &cido
nalidixico, sulfato de kanamicina, lincomicina, penicilina G sodica, polimixina B
e sulfato de estreptomicina) sobre a motilidade progressiva espermatica. Este
autores verificaram que o sulfato de estreptomicina teve efeito deletério no sémen
fresco quando adicionado em altas concentragdes (1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL),
ao passo que os demais tiveram efeito semelhante na manutencdo da motilidade,
tanto no sémen fresco como no resfriado.

Hoyumpa et al. (1992) e Varner et al. (1992), em estudos sobre os efeitos
de antibioticos na reducdo do numero de col6nias de diversos tipos de bactérias
(aerdbicas obrigatorias, anaerdbicas facultativas e anaerobicas), evidenciaram que
a combinacdo de penicilina G potassica e amicacina teve efeito melhor que o uso
isolado da penicilina e da amicacina no sémen resfriado a 5°C.

Varner et al. (1998), avaliando o sémen de garanhGes diluido com
antibiéticos e resfriado no Equitainer® por 12 e 24 horas a 5°C por meio de cultura
bacteriana e da motilidade espermatica progressiva, verificaram superioridade da
amicacina e gentamicina G potassica em relacdo aos demais (penicilina G sodica,
tircacilina dissddica, sulfato de amicacina, sulfato de gentamicina, sulfato de

estreptomicina e polimixina B).



A utilizagdo de amicacina (1.000UI/mL) ou penicilina G potassica
(1.000Ul/mL), ou de ambas, para o controle do crescimento bacteriano no sémen
equino resfriado foi recomendada por Pickett et al. (1999).

Outro fator que deve-se dar importancia quando fala-se em refrigeracao de
sémen, é a diluicdo do ejaculado, ou seja, a concentracdo de espermatozdides
existentes por mL. A fim de se determinar a concentragdo espermatica a ser
utilizada na inseminacdo artificial (IA) com sémen refrigerado, varios estudos

foram realizados, desde a década de 70. Preconiza-se uma dose de inseminante de

6 9
500 x 10 espermatozdides moveis (Ball, 2005). Assim, um total de 1 x 10 de

espermatozdides deve ser enviado para 0s haras, o que normalmente garante uma

inseminacdo com 500 X 106 espermatozdides moveis apos o transporte. Em alguns
casos, principalmente quando se trabalha com ejaculados que apresentam grandes
volumes de plasma seminal, a centrifugacéo € necessaria a fim de se concentrar o
sémen antes da diluicdo (Ball, 1998b). Analisando-se os efeitos da centrifugacéo e
da remocdo parcial do plasma seminal sobre o sémen refrigerado de equinos,
Brinsko et.al. (2000) chegaram a conclusdo de que a remoc¢ado do plasma seminal €
benéfica para garanhdes cujo ejaculado apresenta baixa tolerancia a refrigeracédo e
ao armazenamento acima de 24h.

Como regra geral deve-se respeitar as taxas de diluicdo, com faixa de valor
ideal de diluicdo de 25 milhdes de espermatozoides/mL. Varner et al. (1987)
demonstraram que esta diluicdo foi superior a de 50 milhdes ou 100 milhdes de
espermatozoides, para sémen refrigerado a 5°C, e estocado por 24 horas. Contudo,
a diluicdo pode ser de 50 milhdes ou 100 milhGes de espermatozoide/ml, e pode
ser utilizada quando boa parte do plasma seminal for removido por centrifugacéo
e quando o sémen for estocado nas mesmas condigdes anteriores (Jasko et al.,
1992a).

Mais pesquisas tém sido realizadas para avaliar a eficiéncia da utilizacdo
de técnicas de 1A com baixa concentracdo espermatica (Sieme et al., 2004; Ball,
2005; Glvenc et al., 2005; Lyle e Ferrer, 2005). Esta baixa concentracdo na dose
inseminante tem como principal objetivo maximizar o uso de um ejaculado,

inseminando um maior numero de éguas (Carvalho et al; 1998 e Brandao et al.;



2003. Varner (2003) afirma que a concentracdo espermatica utilizada na
inseminagdo artificial com sémen refrigerado pode ser reduzida em até 100 vezes
caso 0 sémen seja depositado perto da juncdo Uterotubaria.

Além disso, diminuindo-se o volume de sémen para a inseminacdo de
éguas, reduz-se o numero de bactérias, debris e outros materiais que possam afetar

a fertilidade ao serem introduzidos no Utero (Pickett e Shiner, 1994). Squires et al.

(1989) testaram volumes de 10 e 100ml para a IA com 250 x 106 espermatozéides
moveis e obtiveram 70,6% (12/17) e 13,6% (3/22) de taxa de recuperacao
embrionaria, respectivamente (p<0,05). Os autores verificaram que grandes
volumes poderiam reduzir a fertilidade pelo expressivo refluxo cervical e irritacéo
endometrial. Entretanto, Darenius (1998), abordando vérios aspectos referentes ao
uso de sémen refrigerado na Suécia relata que ndo houve efeito negativo do
volume sobre a fertilidade ao utilizarem doses entre 75 e 100ml.

E importante enfatizar que, para a obtencdo de bons indices de fertilidade,
0 sémen, depois de processado (coletado e diluido ao meio de manutencdo do
sémen) deve ser acondicionado em recipientes especialmente desenvolvidos para
este fim (Carmo & Almeida, 2011). Silva Filho et al. (1994) relatam que estes
recipientes devem apresentar completo isolamento térmico do meio exterior,
fornecer uma taxa de resfriamento lenta, proporcionar a manutencdo da
temperatura pelo maior tempo possivel apos a estabilizacdo e proteger o sémen.
Além disso, devem ser de estrutura forte, para permitir o uso de diferentes meios
de transporte e serem simples, baratos, leves e de facil manuseio.

No Brasil j& existem sistemas eficientes para transporte de sémen equino,
entre eles, o transporte a 15°C (Botu-box, Max-Sémen), um outro para transporte
a 5°C (Botutainer) e, mais recentemente, foi desenvolvido o Botuflex, cujo
transporte de sémen se da tanto a 5° quanto a 15°C. O sistema Botutainer segue a
mesma curva de queda de temperatura do Equitainer (sistema americano) e se
mostrou tdo eficiente quanto a este na preservacdo da motilidade, bem como na
protecdo as variagdes de temperatura externa (Carmo & Almeida, 2011).

Além disso, considerando o periodo de sobrevivéncia dos gametas no

trato reprodutivo feminino, Ball (1998b) recomenda que as inseminagdes sejam



realizadas 24 horas antes da ovulagéo, pois intervalos maiores poderdo ocasionar
reducdo nas taxas de fertilidade.

3 CONCLUSAO

Desta forma, conclui-se que, se realizada de maneira correta, a refrigeracéo de
sémen equino é capaz de acelerar e facilitar o melhoramento genético. Uma vez
que o Brasil encontra-se em posi¢édo de destaque na equideocultura mundial, o uso
de novas biotecnologias da reproducdo torna-se necessaria e a refrigeracdo de
sémen € uma Otima alternativa para tal, visto que esta técnica proporciona um
rapido transporte de material genético de alta qualidade a longas distancias. Além
disso, sob a temperatura de refrigeracdo, a atividade metabdlica dos
espermatozéides diminui, bem como a formacao de radicais livres, o que gera um
menor dano as células espermaticas.

No entanto, é necessario enfatizar que, a refrigeracdo de sémen equino deixa
de ser benéfica e trazer vantagens, quando executada de forma erronea. E de
extrema importancia que esta técnica seja realizada obedecendo os padrdes e 0s
intervalos ja citados, ou seja, que a taxa de refrigeracdo do sémen seja lenta (ndo
superior a -0,05°C entre 19 e 8°C), que a temperatura de armazenamento esteja
entre 5 e 15 °C , que o ejaculado seja diluido em um meio diluente eficiente na
protecdo das células espermaticas, que a concentracdo do ejaculado atinja, no
méximo 50x10° espermatozoides viaveis por mL, que o sémen refrigerado seja
armazenado em recipientes especialmente desenvolvidos para tal, como o
Botutainer, Botu-box e Max-sémen e, por ultimo, que a inseminac¢do articial seja
realizada, no maximo, 24 horas antes da ovul¢do, obedecendo o limite de
sobrevivéncia dos gametas no trato reprodutor feminino. Se estas exigéncias
forem atendidas, a refrigeracdo de sémen torna-se uma ferramenta de grande valor

para facilitar a difusdo de material genético de alta qualidade.
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