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Congelacéo de sémen equino apds 24 horas de resfriamento
Freezing equine semen after 24 hours of cooling
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Resumo

O objetivo com este trabalho é trazer de forma técnica o método de resfriagdo e congelacdo de espermatozoides da
espécie equina apods a refrigeracdo por 24 h com quatro diluidores comerciais. A abordagem técnica vai desde os
exames que antecedem e comprovam a viabilidade do garanhdo para coleta até o descongelamento de amostras. A
coleta é realizada por meio de vagina artificial modelo para equinos e manequim para monta do animal. Apos a coleta
e analise das caracteristicas macroscopicas (cor, aspecto, odor e volume) e microscopicas (motilidade total, vigor e
concentracdo espermatica) do sémen fresco, sera realizado o resfriamento das amostras seminais, a 5 °C, por 24 h,
com os diluentes comerciais. Apos esse periodo, as amostras serdo centrifugadas e o pellet sera ressuspendido com
diluente comercial para congelamento e criopreservado a -196 °C em palhetas. As palhetas serdo descongeladas a 37
°C para serem usadas em inseminacdo artificial.

Palavras-chave: Inseminacdo artificial; Resfriamento e congelamento de sémen; Viabilidade do garanh&o.

Abstract

The objective of this work is to bring about technically the equine sperm cooling and freezing method after 24 h
refrigeration with four commercial diluents. The technical approach ranges from the tests that precede and prove the
viability of the stallion for collection to the thawing of samples. The collection is performed by means of artificial
model vagina for horses and animal dummy. After collecting and analyzing the macroscopic (color, appearance, odor
and volume) and microscopic (total motility, vigor and sperm concentration) characteristics of fresh semen, seminal
samples will be cooled at 5 °C for 24 h. commercial diluents. After this period, the samples will be centrifuged and the
pellet will be resuspended with commercial freezing diluent and cryopreserved at - 196 °C in straws. The blades will
be thawed at 37 ° C for use in artificial insemination.

Keywords: Artificial insemination; Semen cooling and freezing; Stallion viability.

Resumen

El objetivo de este trabajo es acercar de forma técnica el método de enfriamiento y congelacion de espermatozoides
de la especie equina después de refrigeracién durante 24 h con cuatro diluyentes comerciales. El enfoque técnico va
desde los examenes que preceden y prueban la viabilidad del semental para la recoleccién hasta la descongelacion de
las muestras. La recogida se realiza mediante un modelo de vagina artificial para caballos y un maniqui para montar al
animal. Después de recolectar y analizar las caracteristicas macroscopicas (color, apariencia, olor y volumen) y
microscépicas (motilidad total, vigor y concentracion espermatica) del semen fresco, las muestras seminales se
enfriaran a 5 °C durante 24 h con el diluyentes comerciales. Pasado este periodo, las muestras se centrifugaran y el
pellet se resuspendirad con diluyente comercial para congelacion y se criopreservara a -196 °C en pajillas. Las pajitas
se descongelaran a 37 °C para su uso en inseminacion artificial.

Palabras clave: Inseminacion artificial; Enfriamiento y congelacion de semen; Viabilidad del semental.

1. Introducéo

No Brasil a equinocultura tem se desenvolvido muito nos Gltimos anos, em segmentos, como os esportes, essa cultura
possui representatividade internacional. Outra &rea que vem ganhando destaque € o turismo rural, aumentando as opges de
renda com a utilizagcdo do cavalo. Bahia e Minas Gerais possuem os maiores rebanhos, e a regido Centro-Oeste é a que possui

maior crescimento exponencial. 1sso coloca o Brasil com um dos maiores efetivos do mundo. O uso do cavalo tem gerado
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empregos, de forma indireta 3,2 milhdes e movimentando um montante de 7,5 bilhGes de reais por ano na economia nacional
(Lima et al., 2012).

A biotecnologia da reproducéo é uma importante ferramenta a servi¢o da equideocultura mundial, como instrumento
direto do melhoramento genético. Levando em consideracdo as vantagens proporcionadas pela inseminagcdo artificial (1A), esta
talvez seja a biotecnologia com maior impacto na producdo equina, pois um reprodutor pode deixar centenas de descendentes
ao longo de sua vida reprodutiva por meio da IA usada eficientemente. A IA em equinos é praticada mundialmente, e a
maneira mais comumente usada nessa espécie é mediante o resfriamento e transporte de sémen (Loomis, 2006).

Aparentemente, no mundo, os paises que mais realizam IA com sémen resfriado transportado sdo Estados Unidos,
seguido pelo Brasil (Papa et al., 2005). O transporte de sémen equino, ndo &, em si, um fato novo, podendo até mesmo ter sido
responsavel pela primeira citagdo na literatura, envolvendo a IA nos animais domésticos, conforme relatos em textos arabes no
ano de 1322, quando um chefe determinou que coletassem sémen de um garanhdo de uma tribo rival para realizar a
inseminacdo de uma de suas éguas (Davies-Morel, 1999).

A refrigeracdo do sémen possui muitas vantagens como a diminui¢do de gastos inerente ao transporte e a hospedagem
de animais, menor risco com acidentes e aquisicdo de doencas sexualmente transmissiveis e diminuicdo do estresse provocado
pelo transporte dos animais (Brisko & Varner, 1992).

Nos dltimos anos, o uso de sémen refrigerado ocorreu apds a liberagdo dessa biotécnica reprodutiva pela maioria das
associacdes de criadores, com excecdo da associacdo do Puro Sangue Inglés (Visament et al., 1997).

Varios fatores podem interferir no resultado final da fertilizacdo de éguas inseminadas com sémen refrigerado, tais
como: a temperatura e o tempo de armazenamento do sémen, o tipo de container, a curva de refrigeracdo, 0 momento da
inseminacao, a qualidade individual do garanhdo, além do tipo de diluente empregado (Pugliesi, 2009).

A necessidade do desenvolvimento de técnicas que possibilitassem um maior e melhor aproveitamento do potencial
produtivo e reprodutivo de varias espécies domésticas se da pelo crescimento e demanda existente no pais (Brandao, 2008).

Uma biotecnologia utilizada € a criopreservacdo do sémen, essa € uma das técnicas que vieram para facilitar e
otimizar a producéo. A criopreservagao do sémen proporciona inimeras vantagens, a maior disponibilidade de espermatozoide,
trazendo facilidade aos trabalhos de reproducéo assistida. A otimizagéo do uso de garanhfes com comprovada superioridade
genética, com a possibilidade do armazenamento do sémen, mesmo fora do periodo de estagdo de monta e a quebra das
barreiras geograficas, fazendo com que a remessa de sémen seja enviada para qualquer parte do mundo (Barreto et al., 2008).

Portanto, as duas formas de preservacdo seminal (refrigerado ou congelado) podem auxiliar no manejo e no
melhoramento genético dos rebanhos equinos. No entanto, para que a fertilizacao do odcito ocorra de forma eficiente, o sémen
colhido deve ser acondicionado e transportado de forma adequada até a propriedade onde sera realizada a IA, e 0 6ocito
ovulado pela fémea deve ser fecundado no momento adequado. A fase estral (fase folicular) na égua pode durar de 3 a 7 dias,
com a ovulagdo ocorrendo de 24 a 48 h antes dos sinais de estro desaparecer. Esse periodo é dominado por um ou mais
foliculos pré-ovulatérios, sendo que o didmetro folicular, na ovulagéo, pode variar de 30 a 70 mm (média 40 a 45 mm) (Meira,
2007).

Se a inseminacao ou cobertura ocorrer depois de 12 a 14 horas da ovulacdo, o ovulo sera considerado muito velho
para ser prontamente fertilizado ou se fertilizado, falhard ao desenvolver um embrido vidvel (Ley, 2006). Dessa forma, o
periodo de estro e 0 momento da ovulacdo sdo varidveis na espécie equina e, na maioria das vezes, para aumentar a
variabilidade genética animal o sémen utilizado € refrigerado advindo de propriedades distantes.

Assim, pode ocorrer a ndo disponibilidade de sémen para IA no momento ideal ou 0 mesmo chegar na propriedade
apos o periodo ideal. Essa questdo poderia ser resolvida se o proprietario pudesse congelar o sémen refrigerado por tempo
indeterminado para evitar a sua perda ou como estratégia na formacdo de um banco genético em sua propriedade.
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Assim, este projeto visa avaliar a influéncia de diferentes diluentes comerciais de refrigeracdo na motilidade, vigor,
morfologia, integridade e funcionalidade da membrana plasmética de espermatozoides equinos congelados apds 24 h de
refrigeracdo a 5 °C.

2. Revisdo de Literatura
2.1 Qualidade do Sémen Equino

O sémen é o conjunto de secrecBes do aparelho genital masculino, caracterizando-se pela presenca dos
espermatozoides que sdo liberados no momento da ejaculacdo (Mies Filho, 1987).

Para que o espermatozoide tenha a capacidade de fertilizar o o6cito, 0 mesmo deve possuir algumas propriedades
como membrana plasmatica integra, processo metabdélico de produgdo de energia, motilidade progressiva, proteinas suficientes
para que possa garantir sua sobrevivéncia no trato genital feminino e também permitir que ocorra a reagdo do acrossoma na
hora de se ligar ao o6cito e enzimas no acrossoma para gque acontega sua penetragdo (Amann & Graham, 1993).

Um garanhdo destinado a reproducdo o seu sémen precisa ter a capacidade de fertilizar um odcito, entdo, os
espermatozoides deves possuir todas as suas partes e componentes estruturais integros e em perfeito funcionamento para que o
seu potencial de fertilidade seja maximo (Sobreira Neto, 2008).

A capacidade de fertilizacdo de um espermatozoide deixa de existir por problemas como a presenca de membrana
espermatica lesionada, a funcdo mitocondrial reduzida, motilidade espermatica progressiva reduzida ou ausente bem como um
acrossoma danificado. Logo, as alteragdes na estrutura do espermatozoide que ocorrem durante o processo de refrigeracéo e/ou

descongelacdo resultam na perda da capacidade fecundante in vivo destas células (Amann & Graham, 1993).

2.2 Preservacdo do Sémen Equino

Os primeiros relatos que demonstraram que a diminuicdo da temperatura promove uma reducdo reversivel da
atividade metabdlica dos espermatozoides permitindo o armazenamento destas células foram realizados por Spallazani em
1776 (Johnston, 2000).

A refrigeracdo do sémen para uma posterior utilizacdo na inseminagdo artificial produz um menor dano aos
espermatozoides, quando comparados a congelagdo, proporcionando entdo, maiores taxas de prenhez (England; Ponzio, 1996).
De acordo com Amann e Pickett (1987), para cada 10°C que reduz a temperatura, ocorre uma reducdo de 15 a 50% no
metabolismo celular. Sendo assim, uma célula espermatica armazenada a uma temperatura de 5°C possui apenas 10% do
metabolismo celular ativo, elevando desta forma o tempo de sobrevivéncia da célula. O sémen equino normalmente fica
armazenado entre temperaturas que variam entre 4°C e 6°C, pois nesta faixa de temperatura o espermatozoide mantém tanto a
motilidade como a fertilidade (Moran et al., 1992). O armazenamento dos espermatozoides a 15°C pode diminuir danos
causados a membrana espermatica pelo choque do frio (Batellier et al., 2001).

O processo de refrigeracdo do sémen pode ser de forma automatizada ou convencional. A automatizada é realizada em
um equipamento de refrigeracdo, onde a temperatura decresce de forma controlada e ndo sofre influéncia da temperatura
externa, ja a convencional se utiliza uma caixa isotérmica, que recebe influéncia do meio externo onde a temperatura do
ambiente e o volume da amostra influenciam a temperatura dentro da caixa. Mesmo assim, a forma convencional € a mais
difundida comercialmente devido ao seu baixo custo (Valle et al., 1999).

Dentre os sistemas convencionais de refrigeracdo, os mais conhecidos sdo os Equitainer 1® e o Equitainer 2® que
foram desenvolvidos por Douglas Hamilton et al. (1984). Entre os modelos nacionais existem uns modelos mais sofisticados,
como a Botu-Box® e a Botutainer®, e os modelos mais simples e populares, como 0 Max-Sémen Express® e o BotuFlex®
(Sobreira Neto, 2008).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i1.9939

Research, Society and Development, v. 10, n. 1, €1831019939, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i1.9939

A fertilidade do sémen refrigerado ¢ mantida no méaximo por 72 horas p6s-ejaculacdo para a maioria dos garanhdes
(Gunzel-Apel & Krause 1986; Pimentel & Carneiro 2008).

No entanto, Feldman e Nelson (1996) em estudo com cdes verificaram que, 0 sémen adequadamente diluido e
refrigerado, os espermatozoides podem permanecer vidveis por um periodo de até cinco dias. Com isso, 0 que determina a boa
qualidade do sémen refrigerado é a qualidade do sémen in natura, a qualidade do diluente, a forma de refrigeracéo e o fator
individual (Squires et al., 1999).

2.3 Sémen in Natura
O sémen in natura deve ser colhido e utilizado, imediatamente, no prdprio local. Tem como vantagens a economia

do uso de diluidor, contudo, como desvantagem, a qualidade espermatica ndo sendo preservada (Kenney et al., 1975).

2.4 Semen Diluido

O sémen diluido tem como vantagens o tratamento antibiético, diminuindo a contaminacéo bacteriana deste; diluicdo
de fatores toxicos presentes no plasma seminal; melhora da fertilidade do sémen devido ao aporte de nutrientes contidos no
diluidor; maior flexibilidade de inseminacdo, onde o sémen depois de diluido, dependendo da situacdo, pode ser transportado
em curtas distancias sem necessidade de resfriamento, entre haras proximos e, se devidamente protegido dos raios solares até
uma hora, sem prejuizo da fertilidade; e a possibilidade do fracionamento para maior nimero de éguas pela expansdo do
volume diluidor mais o sémen (Squires et al., 1999).

Para sémen equino, os diluidores utilizados sdo constituidos por agua, tampdes e substancias ndo idnicas, acucares e
diferentes tipos de macromoléculas e antibioticos. De maneira geral os diluidores podem ser divididos em quatro grupos: 0s
salinos, 0s com gema de ovo, os com leite e derivados e 0s que apresentam albumina sérica bovina (Amann; Pickett, 1987,
Silva Filho, 1994).

Segundo Amann e Pickett (1987), Silva Filho (1994), um bom extensor deve proporcionar pressdo osmotica
compativel com o espermatozoide; equilibrio mineral apropriado e adequada combinacdo de nutrientes; sistema com
capacidade de neutralizar catabdlitos espermaticos; substancias com capacidade de proteger em relacdo as variagdes de
temperatura, principalmente para o frio; capacidade de estabilizacdo das membranas e sistemas enzimaticos; baixo custo; livre
de microrganismos patogénicos; ndo oferecer toxicidade ao espermatozoide e facil aquisi¢do. Existe muitos diluidores que tem
sido formulado ao longo de décadas com esse propdsito (Kenney et al., 1975; Silva Filho et al.; 1997; Batellier et al., 1997;
Papa et al., 2005).

A maioria dos extensores usados para sémen de equino é a base de gema de ovo, leite ou seus produtos derivados
(Squires et al., 1999). Os diluidores para sémen equino comercializados no Brasil sdo EZ — Mixin® (CST), Max Sémen®
(Agrofarma); Botu-Sémen® e Botu-Turbo® (Biotech Botucatu) Equimix® (Nutricell) (Raphael, 2007).

Silva Filho, Palhares e Bergmann (1987) adaptaram um diluidor a base de lactose e gema de ovo, tradicionalmente
utilizado para sémen de bovinos (Nagase; Niwa, 1964). Apos a retirar o glicerol, foi utilizado como diluidor de sémen equino,
para inseminacdo com sémen a fresco diluido e diluido transportado. O referido extensor (lactose-gema) vem sendo utilizado
no Brasil, com bons resultados de fertilidade, equiparaveis ou superiores ao extensor de Kenney et al., (1975).

Experimentos conduzidos por Silva Filho et al. (1997), comparando o efeito do diluidor lactose-gema no transporte e
na inseminacgao com sémen diluido no proéprio local, contra sémen in natura nas mesmas condi¢des transportado e utilizado no
préprio local de colheita, utilizaram teste de fertilidade em 100 ciclos de 64 éguas da raca Mangalarga Marchador, e 0s
melhores resultados foram com o sémen diluido nas duas situa¢des, transportado e ndo transportado. O transporte foi feito em

um container desenvolvido por eles denominado MSP-1.
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Silva Filho (1994) realizou a comparacdo entre sémen fresco in natura e sémen fresco diluido, com os seguintes
diluidores: 1) leite em pd-desnatadoglicose, 2) lactose-gema e 3) glicina-gema. Para isso utilizou em IA de 42 éguas mesticas
da raca Breta e da raga Campolina, por 64 ciclos, ndo obtendo diferencas entre os diluidores e com sémen in natura, porém,
com tendéncia numérica de melhores resultados para o extensor lactose-gema.

Em outro experimento conduzido em condicdes reais de campo, Carvalho (1992) comparou o efeito da inseminacéo
artificial com sémen a fresco diluido em leite desnatado-glicose, e sémen diluido em lactose gema transportado a 15-20°C. Para
isso, realizou-se a inseminacgdo de 79 éguas e potras da raca Mangalarga Marchador, sendo utilizada divisdo igualitaria entre os

tratamentos, obtendo-se ao final, taxas de concepgdo semelhantes entre os diluidores.

2.5 Diluicao do Sémen Equino para Refrigeragdo

Os diluidores de sémen séo solucdes destinadas a proteger os espermatozoides de condigdes desfavoraveis e prolongar
sua sobrevivéncia durante a refrigeracdo e o transporte, além de apresentarem a vantagem de aumentar o volume da dose
inseminante e auxiliarem na analise do sémen (Pickett & Shiner, 1994; Ball, 1998b; Darenius, 1998).

Para avaliar a qualidade do meio diluidor, devem ser aferidas a pressdo osmoética e o pH, e 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 é sua capacidade de estabilizar as membranas espermaticas durante a fase de
transicdo, 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 preservacdo do sémen equino refrigerado, geralmente, possuem gema de ovo e/ou leite
como um dos componentes (Heitland et al., 1995). A gema de ovo proporciona protecdo aos espermatozoides contra o choque
térmico e essa acdo protetora é atribuida as lipoproteinas de baixa densidade (Amann e Graham, 1993), que permanecem
firmemente ligadas aos espermatozoides, em especial a lipoproteina (Foulkes, 1977).

A gema de ovo também estabiliza a membrana espermética por meio da neutralizagdo dos componentes deletérios
existentes no plasma seminal (Aurich, 2005). Porém, contém progesterona na gema de ovo, o que poderia levar a uma inducéao
capacitagao espermatica precoce, ocasionando reducéo da fertilidade, pois, conforme demonstrado por Cheng et al. (1998), a
ligagdo da progesterona exdgena marcada ao receptor localizado na membrana plasmatica do espermatozoide equino parece ser
um importante passo na indugéo da rea¢do do acrossomo.

Embora néo se conhega 0 exato mecanismo de protecéo 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 protecéo conferida pelos componentes do leite estaria relacionada aos seus efeitos
antioxidantes. De acordo com Batellier et al. (1997), o leite € um fluido bioldgico com uma complexa composi¢do, mais de
100.000 moléculas, ¢ algumas como a B-lactoglobulina sdo benéficas, enquanto outras, como a a-lactoalbumina, sdo
prejudiciais a sobrevivéncia dos espermatozoides.

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 prenhes de 58% para as éguas inseminadas. Ferreira (1993) comparou dois diluentes, um
contendo gema de ovo e outro a base de leite, para a preservacdo do sémen asinino sob refrigeragdo ativa entre 4 e 6°C. A
partir de 24 horas, o autor observou maior motilidade espermaética total, progressiva e vigor (p>0,05) para o sémen diluido em
meio & base de gema de ovo.

De acordo com Batellier et al., (1997), Pagistrini et al., (1992), Batellier et al., (2001), a utilizacdo de diluentes
contendo leite é mais adequada quando as amostras de sémen equino s&o armazenadas em torno de 4°C. J& na refrigeracéo a

5


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i1.9939

Research, Society and Development, v. 10, n. 1, €1831019939, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i1.9939

15°C, as amostras de sémen sdo favorecidas quando se utiliza um diluente sem leite (Magistrini et al., 1992; Batellier et al.,
2001).

No entanto, no estudo realizado por Farras 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 0s
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 adigdo de antioxidantes aos diluentes pode ser
benéfica para a preservacdo da motilidade e da integridade da membrana espermatica. Entretanto, Ball et al. (2001) nao
relataram efeito benéfico de diferentes substancias antioxidantes sobre a preservacdo da motilidade durante 72 horas de
estocagem.

Goulart et al. (2004), tentando minimizar os efeitos provocados pelo estresse térmico causado pela refrigeracdo do
sémen equino, 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 (GMPc). A utilizagdo de antibiéticos nos meios diluentes se da afim de minimizar o crescimento de
bactérias durante o periodo de armazenamento do sémen até o momento do uso na inseminagdo (Darenius, 1998).

A superficie do pénis e do preplcio do garanhdo é habitada por uma grande variedade de bactérias comensais e por
algumas espécies patogénicas (Pseudémonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Taylorella equigenitalis) que podem
promover endometrites na fémea equina e reducdo na qualidade seminal, ocasionando subfertilidade dos garanhdes (Pickett et
al., 1999).

Vérios agentes antimicrobianos tém sido utilizados no sémen equino: amicacina, amoxicilina, ampicilina,
eritromicina, gentamicina, kanamicina, lincomicina, &cido 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 antibioticos (eritromicina,
sulfato de gentamicina, &cido nalidixico, sulfato de kanamicina, lincomicina, penicilina G sédica, polimixina B e sulfato de
estreptomicina) sobre a motilidade progressiva espermatica. Estes autores verificaram que o sulfato de estreptomicina teve
efeito deletério no sémen fresco quando adicionado em altas concentragbes (1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL), ao passo que 0sS
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 redugdo do nimero de
col6nias de diversos tipos de bactérias (aerdbicas obrigatérias, anaerdbicas facultativas e anaeroébicas), evidenciaram que a
combinacéo de penicilina G potéssica e amicacina teve efeito melhor que o uso isolado da penicilina e da amicacina no sémen
resfriado a 5°C.

2.6 Criopreservacao

A criopreservacdo do sémen equino é uma importante biotecnologia usada no melhoramento genético da espécie, pela
otimizacdo e maximizacdo do uso de bons reprodutores. Um ponto negativo € que os indices de fertilidade obtidos com o
sémen congelados de equinos ainda sdo muito abaixo dos obtidos com sémen congelado de bovinos (First et al, 2005).

A observacdo da diminui¢do em relacdo a taxa de fertilidade apds o processo de congelamento e descongelamento
esta relacionada aos danos causados ao funcionamento e as estruturas das membranas dos espermatozoides (Parks & Graham,
1992). Por isso, diversos fatores devem sempre ser analisados no congelamento de sémen de equinos, por exemplo: exposic¢éo
dos espermatozoides ao processo de refrigeracdo, danos causados pelos cristais de gelo e mudancgas intracelulares pela
desidratacdo (Amann & Pickett, 1987).
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A refrigeracdo consiste em uma das etapas para criopreservagdo, quando efetuada de modo inadequado, causa choque
térmico que induz a ocorréncia de danos parcialmente irreversiveis ao espermatozoide, caracterizados por padrdes anormais de
movimento (circular ou retrégado), perda acentuada da motilidade, lesGes acrossomais, danos a membrana plasmatica,
atividade metabdlica reduzida e perda dos componentes intracelulares. Muitos desses defeitos sdo por meio de alteracbes da
membrana plasmatica a medida que os espermatozoides evoluem nas transicdes de fase, de estado liquido cristalino para o
estado de gel e durante a refrigeracdo (Graham, 1996).

Antes da criopreservagdo, da fase do congelamento o sémen equino deve ser refrigerado da temperatura corpdrea a
temperatura ambiente (37 a 20 °C), sem que ocorra danos aos espermatozoides.

O sémen precisa ser diluido em meio adequado. O momento de maior impacto é na queda temperatura de 20°C até
5°C, onde ocorre um estresse inicial (Squires et al., 1999), por conta da mudanca de fase da membrana plasmatica, e essa
alteracdo de fase dificulta a permeabilidade dos crioprotetores no meio (Graham, 1996; Medeiros, 2002).

Durante o processo de congelamento, a amostra de espermatozoides atinge temperaturas abaixo do ponto de
congelamento do meio (super resfriamento), antes que ocorra a formacdo de cristais. Quando inicia o processo de formacéo
dos cristais de gelo, a membrana pode ser lesionada sendo deletério para o espermatozoide, mas curvas de congelamento
adequadas podem minimizar esse efeito (Squires et al., 1999).

A agua extracelular congela quando o processo de congelamento é lento, e consequentemente ocorre a concentracao
de soluto, colocando a célula, momentaneamente, em um meio hiperténico e permitindo a perda rapida da agua, levando a
desidratacdo celular. Por outro lado, quando o congelamento acontece rapidamente, ndo acontece perda de agua, permitindo
com isso, a formacéo de cristais de gelo intracelular (Mazur, 1985).

Sob a temperatura de 5°C, a agua intra e extracelular permanece super refrigerada e ndo héa cristaliza. Porém, quando
atingem temperaturas de - 5 e -10°C os cristais comegam a se formar, logo, a curva de congelamento deve ser lenta para que
evite o congelamento da agua intracelular, e rapida o suficiente para evitar o contato da célula desidratada com o meio
hiperésmico. A acentuada perda de 4gua permite a desnaturacdo das macromoléculas e encolhimento em excesso da célula
permitindo o colapso da membrana plasmatica (Medeiros, 2002).

A perda de &gua e desidratagdo celular sdo eventos desejaveis, porque reduzem a probabilidade da formacdo de
cristais de gelo dentro da célula, o que ocasiona danos as estruturas internas e/ou a membrana plasmatica (Squires et al.,1999).

2.6.1 Componentes dos Diluentes

Como forma de otimizar a qualidade do seminal e protegé-los, deve-se acrescentar diluentes (Zimmermann, 2007).
Por conseguinte, esses diluentes sdo adicionados com a intencdo de proteger os espermatozoides dos efeitos criticos do
congelamento (Aidar, 2013). Assim, sdo adicionados crioprotetores e macromoléculas que terdo funcdo de proteger a
membrana plasmatica das possiveis injarias (Aidar, 2013); ainda, deve-se adicionar fonte de energia para o metabolismo
espermatico e meio tampéo para a manutencdo do pH (Parks & Graham, 1992; Aidar, 2013).

O diluidor para que seja considerado ideal deve assegurar: compatibilidade da pressdo osmoética com a dos
espermatozoides; apropriado equilibrio mineral e adequada combinacdo de nutrientes; capacidade de neutralizacdo de
catabolitos esperméticos; substancias com capacidade de proteger sob alteragdes de temperatura, principalmente para o frio;
capacidade de estabilizacdo de membranas e sistema enzimético; ambiente livre de microorganismos patogénicos; baixo custo;
ndo oferecer toxicidade ao espermatozoide; baixa ou sem irritabilidade ao sistema genital e de facil aquisicdo (Amann &
Pickett, 1987; Silva Filho, 1994; Aidar, 2013; Canisso et al., 2008).

Faz-se necessario ressaltar que, a composicdo adequada para um diluidor seminal ndo depende apenas de uma
adequada concentracdo de crioprotetores, tanto intra como extracelulares, mas de uma combinacdo adequada de todas as
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substancias que sdo utilizadas, levando-se em consideracdo a fonte de energia para os espermatozoides, as substancias nao
ibnicas, o tipo de macromoléculas e a concentracéo e o tipo ideal de crioprotetor (Snoeck et al, 2007).

2.6.2 Crioprotetores

Os crioprotetores sdo substancias capazes de promover a sobrevivéncia dos espermatozoides durante a congelacédo e
descongelacdo, apesar de seu mecanismo de acdo ndo estar bem elucidado (Frst, 2006).

Entretanto, Mazur (1970), Meryman et al. (1977) e Aidar (2013), contestaram tais argumentos, quando relatam que o
mecanismo de acdo dos crioprotetores baseiam-se na diminui¢do do ponto de solidificagdo da solucéo, proporcionando um
tempo maior para a desidratacdo das células, assim reduzindo a criacdo de cristais de gelo intracelulares.

Embora os crioprotetores sejam essenciais ao processo de congelacdo dos espermatozoides, eles podem apresentar
efeitos toxicos e diminuir taxas de fertilidade quando em concentracGes elevadas (De Vita, 2006). Devido aos efeitos toxicos
dos crioprotetores, eles ndo garantem a sobrevivéncia de 100% dos espermatozoides, dependendo da concentracdo utilizada do
crioprotetor no meio diluidor (Fahy, 1986; First, 2006).

Segundo Zimmermann (2007), a adi¢do de crioprotetores em multiplas etapas, associados ao resfriamento da amostra
de forma lenta antes do congelamento, é o tratamento mais eficaz para preservar a viabilidade das células espermaticas de
equinos.

Keith (1998) classificou os crioprotetores em dois grupos: ndo penetrantes (extracelulares) e penetrantes
(intracelulares). Os crioprotetores intracelulares atuam afim de reduzir o ponto crioscépico intracelular permitindo que uma
maior quantidade de agua permaneca no estado liquido, quando sdo submetidas a temperaturas baixas, a reducdo da
concentracdo intracelular de solutos, criando um ambiente menos deletério as células espermaticas durante o processo de
congelamento (Watson, 1995; Aidar, 2013).

Alguns exemplos de crioprotetores sdo: dimetil sulféxido, glicerol, etileno glicol e propileno glicol, que podem ser
utilizados individualmente ou em associacdo (Alvarenga, 2002; Aidar, 2013). Os crioprotetores extra celulares atuam como
solutos ou coldides, ndo sendo Uteis como solventes; alguns exemplos sdo: agucares (lactose, frutose, rafiose ou trealose) e

polimeros sintéticos (metil celulose) (Graham, 1996; Aidar, 2013).

2.7 Protocolos de Congelamento

Para que o sémen seja centrifugado, primeiro, deve ser diluido. A centrifugacdo tem com finalidade a remocéo de
grande parte do plasma seminal, e concentracdo do ejaculado para posteriormente haja a adi¢do do diluente de congelamento
(Ashwoodsmith, 1987). Apesar da necessidade, a centrifugacdo ndo é um processo in6cuo para o espermatozoide, e pode ser
considerado um ponto critico, por existir o risco da indugédo de peroxidagao dos lipideos da membrana (Parinaud et al., 1997).

A porcéo livre de gel do ejaculado é diluida em meio apropriado até obter concentragéo de aproximadamente, 50x106
espermatozoides/mL para a centrifugacdo. O diluente é pré-aquecido a temperatura de 37°C e o sémen diluido é situado em
tubos de 15 ou 50 ml e centrifugado por 10 a 15 minutos a 400 — 600 G. Os diluentes normalmente sdo usados para 0 processo
de centrifugacdo: Kenney, citrato-EDTA, glicose-EDTA e lactose-EDTA, glicose-leite desnatado, leite desnatado UHT, INRA,
entre varios0 outros (Martim, et al., 1979; Mckinnon, 1996; Vidament, 2005).

Apobs a centrifugacdo das amostras, o sobrenadante aspirado e desprezado, e a seguir realiza a ressuspensdo do
“pellet”, constituido de espermatozoides, no meio diluente de congelamento, na propor¢ao de 1:1, ou aproximada.

A dilui¢do inicial é feita para que o calculo da concentracéo seja realizado e assim reajustar o volume para obtencdo
da concentracio espermatica por mililitro desejado. E considerada aceitavel uma reducdo de 10% da motilidade espermatica
pela centrifugacao é (Mckinnon, 1996).
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A concentrages finais em média variam de 25 a 400 milhGes de espermatozoides/mL (Jasko, 1994; Vidament et al.,
1997). Porém, sdo observados os melhores resultados com concentragdo de 100 ou 200 milhdes de espermatozoides/mL
(Nascimento, 2006).

Em seguida ¢ feito o envase do sémen diluido, em palhetas plasticas com capacidade de armazenamento de 0,5 mL ou
0,25 mL objetivando a obtencdo de um congelamento mais uniforme das amostras (Vidament et al., 1997).

Logo em seguida inicia-se a refrigeracdo para a estabilizacdo da membrana plasmatica. As taxas de resfriamento
podem ser divididas em de trés categorias: lentas (menor que 0,33°C/min); médias (0,33°C/min a 1,0°C/min) e rapidas (maior
que 1,0°C/min). A de maior utilizacdo ¢ a refrigeracdo média, e este processo é realizado por volta de 35°C, até acontecer
estabilizacdo da temperatura em 5°C (Douglas-Hamilton et al., 1984).

Ap0s, vem 0 processo de criopreservacdo que é o congelamento do sémen. Ndo ha um protocolo pré determinando
para alcancar a curva ideal, porque esta depende de muitos fatores, por exemplo, a composicdo do meio diluidor, a adi¢do do
crioprotetor, a concentragdo do crioprotetor e taxas de resfriamento (Heitland et al., 1996).

Grande parte dos protocolos utilizados atualmente disponiveis para o congelamento € utilizada uma curva de
congelamento rapida de -60°C/min., sendo alcabcada pela exposicdo das palhetas horizontalmente, 6 cm acima do vapor de

nitrogénio por 15 a 20minutos (Amann & Pickett, 1987).

2.8 Descongelacéo

A variacdo da curva de descongelamento acontece de acordo com o tipo de envasamento e tempo de exposi¢do da
amostra a uma determinada temperatura (Pickett & Amann, 1993). Quando a curva de congelamento é muito rapida, ndo ha
tempo suficiente para que a desidratacdo adequada ocorra, resultando na formacao de grandes cristais de gelo que sdo formadas
no meio intracelular. Entdo, para descongelar a velocidade também necessita ser rapida, para que ndo aconteca a recristalizacéo
(fusdo de cristais de gelo) e, a ocorréncia de lesdo celular. Da mesma maneira o congelamento lento requer um
descongelamento lento. Sendo assim, a desidratacdo celular é maior e h& necessidade de um tempo maior para que aconteca a
reidratacdo espermatica, para que a célula ndo perca a sua viabilidade morfofuncional (Mazur, 1985).

Holt (2000) sugere que para fazer o descongelamento de amostras de sémen testando com diferentes curvas de
aquecimento é recomendada a utilizacdo de temperaturas relativamente altas, banho-maria entre 60°C e 70°C por 7 segundos.
Em estudos ja realizados onde o foco era a avaliagdo de diferentes tipos de envasamentos e a influéncia no descongelamento,
foi concluido que, para o envasamento em palhetas com capacidade para um volume de 0,5 e de 0,25 mL e macrotubos de 4
mL, a temperatura que houve melhores resultados foi com parametros espermaticos como motilidade progressiva, em analises

computadorizadas, foi 65°C por 6 segundos (Dell” Aqua Junior & Papa, 2001).

2.9 Técnicas de Avaliacdo do Sémen Descongelado

Os critérios estabelecidos para que seja utilizado o sémen descongelado na IA (Inseminacdo Artificial) tém sido
preconizados como sendo no minimo 30% de motilidade total logo ap6s a finalizagéo do descongelamento (Cristanelli et al.,
1984; Love et al., 1989).

Porém, s a avaliagdo da motilidade espermética ndo informa adequadamente a capacidade de fecundagdo do sémen
(Graham et al., 1996). No Brasil, 0 CBRA (2003) estabeleceu como parametros para condenacdo do sémen criopreservado
valores inferiores a 30% de motilidade total, vigor menor que 3 e acima de 40% de espermatozoides com defeitos. Por conta
dos parametros convencionais das caracteristicas esperméticas mostrarem-se baixas, ou nenhuma correlagdo com a fertilidade,
outras técnicas vem sendo desenvolvidas com o objetivo da avaliagdo da melhor capacidade fecundante do sémen nas
diferentes espécies (Jeyendran et al., 1984; Smith & Murray, 1997; Vazquez, 1997; Melo, 1999).
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Segundo Furst (2006), entre os testes com o objetivo dizer com maior acuracia a capacidade de fertilizacdo do gameta
masculino pode se citar as técnicas que usam corantes especificos, microscopia eletrénica ou avaliagdo do comportamento do

sémen mediante solucdes hiposméticas.

a) Coloragdo supravital: é conhecida também como coloragédo de vivos e mortos, consiste na utilizagdo de corantes
derivados da fluoresceina, que podem ou ndo estar combinados com outros corantes de fundo. A agdo desses
corantes depende da integridade estrutural da membrana plasmatica da cabega do espermatozoide, permitindo ou
ndo a penetracdo no compartimento nuclear do mesmo (Garner et al., 1986). Os corantes usados para esta
finalidade sdo a eosina e a nigrosina. A eosina é um corante supravital que ndo penetra em células quando estas
possuem a membrana plasmatica intacta, mas, quando lesadas, a estrutura é coradas em rosa. A nigrosina é
responsavel pelo contraste mais escuro de fundo da Iamina, o qual permite a visualizacdo dos espermatozoides
ndo corados. Por isso, este teste tem sido recomendado como uma avaliagdo adicional aquelas que sdo rotineiras
(Brito, 2007).

b) Teste hiposmotico (Host): é o método utilizado para se verificar a integridade funcional da membrana da célula
espermatica em diversas espécies (Flrst, 2006). Este teste é baseado na capacidade que o espermatozoide possuli
de reagir quando exposto a solugdes hiposmoticas. Isso se deve ao fato de que nessas condic6es ocorre o influxo
de agua para dentro da célula, para que um equilibrio osmético seja estabelecido entre o meio extra e
intracelular, provocando o aumento de volume na célula e posterior dobramento da cauda (Jeyendran et al.,
1992). A reatividade da membrana espermética ao meio hiposmético estd provavelmente relacionada com a
presenca de um mecanismo idnico ativo na membrana celular, envolvendo o sistema de bomba de Na+ / K+
(Darnnel et al, 1986).

c) Teste termorresisténcia (TTR): consiste na incubacdo do sémen a temperatura de 36°C por um periodo de 30
minutos a duas horas. Neste teste sdo analisados motilidade e o0 vigor espermaético ao longo desse tempo. Varios
fatores vao influenciar no resultado deste teste, dentre eles: efeito do ejaculado (Pinto et al., 1978), método de

congelamento (Pickett et al., 1961) e efeitos do tempo incubacgdo (Jondet, 1980).

A congelagdo de sémen traz varios beneficios ao sistema de producdo dos equinos, facilitando o armazenamento por
periodo indeterminado e a comercializacdo deste material genético, controlando doengas sexualmente transmissiveis e,
principalmente, acelerando o ganho genético. Em equinos, essa técnica tem sido aperfei¢coada constantemente, com a utilizacéo
de diferentes diluentes e crioprotetores, que apresentam resultados cada vez mais satisfatérios.

Outra biotecnologia reprodutiva muito utilizada no campo é a refrigeracdo do sémen para posterior inseminacéo
artificial, pois permite a diminui¢do de gastos inerente ao transporte e a hospedagem de reprodutores, menor risco com
acidentes e aquisicdo de doengas sexualmente transmissiveis, e diminui¢do do estresse provocado pelo transporte dos animais.

No entanto, tanto a refrigeracdo quanto o congelamento do sémen necessitam de cuidados em sua operacionalizagdo,
pois as células esperméticas sdo sensiveis, e qualquer choque de temperatura ou erro na manipulagdo podem comprometer todo
o0 produto (sémen) e afetar diretamente os indices reprodutivos.

O objetivo com este estudo € trazer de uma forma simplificada a técnica de criopreservacdo do sémen de equinos,
podendo assim agregar conhecimento aos profissionais e estudantes de medicina veterindria, e diminuindo erros que

comprometem a qualidade espermaética.
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3 Materiais e Métodos

Os métodos qualitativos sdo aqueles nos quais é importante a interpretagdo por parte do pesquisador com suas
opinides sobre o fendmeno em estudo (Pereira A.S. et al., 2018). A pesquisa descrita € de carater qualitativo, com objetivo de
interpretacdo por parte dos leitores, buscando executar a técnica conforme descrita.

Para o processamento de sémen equino, seja para refrigeracdo e/ou congelacao serdo usados 0s seguintes materiais e

equipamentos.

3.1 Coleta

Ficha de identificacdo do animal e produtor para preenchimento.
Vagina artificial modelo para equinos (Figura 1);

Mucosa pléastica para vagina;

Aquecedor de agua;

Funil para colocar a agua aquecida na vagina artificial;
Tubo/copo coletor protegido da luminosidade;

Filtro para coleta;

e o A |

Manequim ou fémea em estro (contida).

Figura 1. Vagina Artificial modelo Botupharma.

Fonte: www.botupharma.com.br/.

Vagina artificial € composta por parte plastica (externa), mucosa de latex é o que a compde por dentro, essa mucosa é
revestida por uma mucosa pléstica para que haja ejaculagdo na mesma e os espermatozoides sejam carreados para o tudo

coletor.

3.2 Andlise imediata da amostra coletada
0 Laminula (A);
Lamina (B);
Céamara de Neubauer (C);
Ponteiras (amarelas 0-200uL e azuis 200-1000uL) (D);
Microtubos de plastico (2 mL) (E);
Tubo pléstico (25 mL) (F);

Formol salino-tamponado (G);

O o A
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0 Mesa aquecedora a 37 °C (H);
0 Kit de micropipetas (I);
0 Microscépio (J).

Figura 2. Materiais usados na andlise imediata da amostra coletada.

Y,

|

Fonte: https://www.hexis.com.br/produtos/.

Os matérias utilizados na analise imediata do sémen coletada (Figura 2) sdo: Lamina e laminula (B e A) para que a
viabilidade da amostra seja observado por meio de microscdpio (J), essas amostras sdo condicionadas para centrifugacdo por
tubos plésticos (F), os microtubos plasticos de 2,5 mL sdo usados para armazenamento de amostras para analise morfoldgica,
essas amostras seminais sdo coletadas por pipetas (1), usando ponteiras (D) e depositadas nos microtubos com solugédo formol
salino- tamponado (G). A placa aquecedora (H) é utilizada para que ndo haja choque térmicos nas amostras enquanto as

mesmas sdo manipuladas. A camara de Neubauer (C) é utilizada para mensuracdo da concentracdo espermatica.

3.3 Refrigeragéo e Congelagéo
0 Geladeira (equipamento);
Caixa BotuFLEX® (Botupharma);
Gelos reciclaveis;
Banho Maria (equipamento);
Caixa térmica para resfriacdo e congelacdo;
Termo6metro digital;
Rampa de congelagéo;
Palhetas de envase de sémen (0,5 mL);
Esferas de lacrar palhetas;
Centrifuga para tubos de 25 mL;
Diluentes comerciais para resfriacdo: BotuSEMEN®, BotuSEMEN Special®, BotuTURBO®, BotuGOLD®
(Botupharma), ou DiVita® (BioDux);
Diluente para congelagdo: BotuCRIO® (Botupharma);

OO0 o oo g oo d

Pinca;

Botijao Criogénico (raques e canecas);

I I A |

Nitrogénio liquido;
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Régua para medir nitrogénio;
Equipamento de protecdo individual (EPI), posicdo de quem esta contendo o animal deve ser do mesmo lado do
médico veterinario que esta realizando a coleta.

3.4 Colheita do Sémen

U
U
U

Identificacdo do animal e do proprietario;

Exame do animal (anamnese, exame clinico geral e exame clinico especifico do aparelho reprodutor);
A realizacdo da colheita do sémen é efetuada com o auxilio de uma vagina artificial, sendo que o reprodutor deve ter
um condicionamento prévio para que este monte em uma égua em cio ou em manequim; (Figura 3).
A vagina artificial (Botupharma®) é composta de um tubo rigido, uma mucosa de latex e um copo coletor que deve
ser protegido de luz e alteragOes de temperatura;
Ela deve ser preenchida com agua quente e a temperatura deve permanecer em torno de 42 — 45 °C para colheita;
O animal condicionado deve saltar sobre 0 manequim e o pénis desviado/introduzido na vagina artificial;
A ejaculacdo é constatada a partir da observacdo das seguintes caracteristicas: movimento da cauda para cima e para
baixo, contracdo dos musculos perianais, sapateamento e fluxo pulsatil uretral da ejaculacéo;
Coletas ndo devem ser realizadas todos os dias, a coleta dia sim, dia ndo pois o resultado das amostras sdo bem

préximas a coletas realizadas uma vez por semana.

Nota: A resposta do diluente pode alterar de garanhdo para garanhdo por isso existe o kit test desenvolvido pela Botpharma

para realizar o teste vendo qual diluente é o melhor para o garanhéo coletado.

Figura 3. Coleta de sémen equino com vagina artificial usando manequim

T b g AL : Ak
-~€’*“"}>*~¢5»~;,u A

Fonte: Acervo pessoal.

A coleta de sémen (Figura 3) deve ser realizada em um animal devidamente a realizacdo da monta no manequim, esse

animal deve ser levado ao lugar que contenha 0 manequim, em um ambiente tranquilo para que a coleta seja realizada com

sucesso, a coleta é feita por meio da vagina artificial.
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3.5 Exames do Sémen Fresco
3.5.1 Caracteristicas Macroscopicas
Apos a colheita do sémen deve-se analisar as caracteristicas macroscopicas e microscopicas:
0 Volume: de 20 a 100 mL;
0  Cor: de branco acinzentado até um branco leitoso;

o Densidade/aspecto: de aquoso até leitoso. Estd diretamente relacionado com a

concentragdo espermatica, ou seja, quanto mais denso maior a concentragao;

0  Odor: “sui-generis”.

3.5.2 Caracteristicas Microscopicas

0 Motilidade espermatica: coloca-se 10 pL de sémen entre lamina e laminula aquecidas em placa aquecedora a 37 °C e

realiza-se a visualizacdo em microscépio (aumento de 200 vezes). A motilidade espermatica é analisada de acordo
com uma escala de porcentagem que varia de 0 a 100% (Motilidade Total = MT, porcentagem de células maéveis). Se
a amostra estiver muito concentrada deve-se realizar uma diluicdo em meio diluidor para resfriamento, como por
exemplo a diluigdo de 1:1, motilidade ideal > 70%.

o Vigor espermético: juntamente com a motilidade espermatica avalia-se o vigor espermatico. Em uma escala de 0 a 5

verifica-se a velocidade com que os espermatozoides se deslocam.
o Concentracdo espermaética: coloca-se uma aliquota de 20 pul de sémen em um microtubo de 2 mL contendo 1mL de

4gua destilada. Apds homogeneizacdo, monta-se uma Camara de Neubauer, conta-se todos 0s espermatozoides nos
dois lados da cAmara (reticulos) e calcula-se a média aritmética (n). A variacdo entre cada um dos lados da cdmara
(reticulos) ndo pode ser mais que 10%).

0 Morfologia espermética: coloca-se uma gota de sémen em uma ldmina previamente aquecida a 37 °C e realiza-se um

esfregaco (Figura 2). Em seguida, fixa-se o esfregaco em metanol e cora a lamina com corantes eosina-nigrosina.
Conta-se imediatamente, em microscépio dptico, 200 células espermaticas, percorrendo a lamina de forma
homogénea e classificando os espermatozoides conforme suas patologias, obtendo no final as porcentagens de
espermatozoides normais e de cada patologia.

0 Apo6s a contagem dos espermatozoides (n), utiliza-se a formula:
Concentracdo espermatica = n => espermatozoides/mm3:
1 x A x_1
10 *

*Altura da cdmara de Neubauer que esta sendo usada.

Sendo:

n: nimero de espermatozoides contados nos dois reticulos (Figura 2);

o 1/20: altura da camara (0,2 mm);
o A: ndmero de quadrados grandes contados;
o B: fator de diluicéo.
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Figura 4. Visualizacdo de um reticulo de um dos dois lados da cdmara de Neubauer, com cinco quadrados grandes destacados

em vermelho.

Fonte: www.patclinvetuff.blogspot.com.

Ex.: de um total de vinte cinco quadrados grandes em um lado da c&mara (reticulo), foram escolhidos cinco e
contados 104 espermatozoides. No outro lado, foram contados 102 espermatozoides (variagdo entre os lados menor que 10%).

Assim, o valor de “n” sera 103 espermatozoides (média aritmética). Se foi utilizado uma dilui¢@o de 1:20, o calculo ficara:

Concentracao espermatica: 103

LX 1
20 25 20

Concentragdo espermatica: 206 x 10° espermatozoides/mms. Para apresentar o resultado em mL deve-se multiplicar o

valor encontrado por 1.000 (10°%). Assim, a concentragdo espermatica foi de 206 x 106 espermatozoides/mL.
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Figura 5. Demonstracdo da técnica do esfregaco corado em lamina.

Fonte: www. kasvi.com.br/esfregaco-de-sangue-hematologia/

3.6 Métodos de Diluicdo e Refrigeracéo
3.6.1 Diluicdo

o Diluir com diluente comercial a base de leite, contendo antibioticos, sendo de preferéncia uma associacdo de

Amicacina e Penicilina cristalina, ou pode ser utilizada a gentamicina.

o Diluir o sémen fresco com 2 partes de meio (2 meio:1 sémen).

o Cada dose inseminante deve conter no minimo de 250 a 500 milhdes de espermatozoides viaveis. Em cada dose a

concentracdo deve estar entre 20 e 50 de milhdes de espermatozoides/mL.

o Apos a separacdo das doses, cada uma delas deve ser envasada em um recipiente para transporte de sémen

refrigerado com a menor quantidade de ar possivel.

3.6.2 Refrigeracédo

o Colocar a amostra dentro de recipiente especializado (BotuFLEX® - Botupharma) para manté-la a temperatura de 5

°C (Figura 6).

OBS.: 0 BotuFLEX® deve conter dois gelos reciclaveis que foram mantidos pelo menos 24 horas a -10 °C); segundo o
fabricante, as amostras ficam viaveis por 48 horas mantendo 5 °C.

Figura 6 Caixa de transporte de sémen refrigerado.

Fonte: Acervo pessoal.
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A caixa de transporte de sémen refrigerado (Figura 6) tem como principal objetivo manter o sémen a temperaturas
mais amenas para que haja mais durabilidade da amostra, essas caixas de transporte podem manter a amostra seminal a 5°C, a
curva de resfriamento que acontece dentro dela é bem segura para que o espermatozoide ndo sofra choque térmico.

Figura 7. Laboratorio para refrigeracdo e congelamento de sémen.

Fonte: Acervo pessoal.

O laboratério deve conter todo aparato necessario para que o processamento do sémen seja feito com exceléncia,
havendo maior aproveitamento do procedimento de criopreservacdo. Importante que o local seja ameno, seja um ambiente facil

de manejar as amostras sem que elas sejam totalmente processadas no mesmo local.

3.7 Métodos de Congelagdo
3.7.1 Laboratorio (Figura 7).
Antes de iniciar a colheita do sémen para congelacdo, deve-se:
D Preparar os materiais no laboratério ou sala onde sera realizada a congelacéo;
D Observar a climatizacdo do laboratério;
O Aferir a geladeira se esta entre 4 e 6 °C;

O Descongelar os diluentes e coloca-los no banho-maria a 37 °C;

D Separar microtubos de plasticos de 2 mL com 19 gotas ou 190uL de agua destilada para a realizagéo da

concentracdo espermatica.

3.7.2 Célculo de quantidade de palhetas
Cada palheta deve conter 100 milhdes de espermatozoides vidveis. Desta forma para o calculo do nimero de palhetas
basta dividir por 100 o nimero total de espermatozoides vidveis do ejaculado. Sdo usadas de 5 a 8 palhetas por inseminagéo

artificial o local de deposi¢do pode ser no corpo ou no corno uterino.
3.7.3 Centrifugagéo

A centrifugacdo do sémen diluido deve ser realizada para eliminar o plasma seminal a uma rotacdo de 2200 RPM/10

minutos (Figura 8).
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Figura 8. Centrifugagdo de amostra seminal.

Fonte: Acervo pessoal.

3.7.4 Ressuspenséo e Envase das Palhetas

O sobrenadante de cada frasco deve ser imediatamente desprezado e os “pellets” devem ser ressuspendidos no
diluente de congelagdo. Logo apds, faz-se o envase em palhetas de 0,5 mL, sendo as mesmas lacradas com esferas metalicas
(Figura 9).

Figura 9. Palhetas envasadas com sémen na placa aquecedora, palhetes envasados em rampa de congelacao.

Fonte: Acervo pessoal.

As palhetas sdo envasadas com a amostra seminal, lacradas com esfera de metal. As mesmas devem ser mantidas na
placa aquecedora para que a temperatura das amostras seminais se mantenha em constancia. Apds o envase de todas as

palhetas, elas sdo colocadas na rampa de congelacéo (Figura 10) para que o congelamento se inicie (Figura 11).

3.7.5 Estabiliza¢do
Usando um term6metro digital, deve-se observar a temperatura interior da geladeira antes de iniciar o procedimento.

A geladeira deve estar previamente estabilizada a 5 °C, e as palhetas devem permanecer em seu interior por 20 minutos.

3.7.6 Resfriamento rapido
Em uma caixa isopor térmica tampada (37 a 45 L), as palhetas devem ser colocadas em uma rampa de congelacdo
(Figura 10) e ficar em média de 15 a 20 minutos em vapor de nitrogénio (manter as palhetas entre 3-6 cm acima do nivel do

nitrogénio liquido) (Figura 11).
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Figura 10 Rampa de congelagao e suporte
de aluminio. Figura 11 Resfriamento rapido.

Fonte:www.botupharma.com br/produto/k Fonte: F?to cgdida por Centro de
itcongelacaosemen/. Reprodugio Equina Jacob.

3.7.7 Congelagdo

Apos o periodo de resfriamento rapido, deve-se realizar a imersdo total das palhetas no nitrogénio liquido (-196 °C)
(Figura 12) e posteriormente, armazena-las em botijdo criogénico.

Nota: Importante ndo tocar as palhetas durante o processo de congelacdo e armazenamento nas raques e canecas para

evitar choque térmico causado pela temperatura corporal, manipular as palhetas com pinca.

Figura 12. Retirada de palhetas ap6s imersao total no nitrogénio liquido.

4

4

Fonte: Acervo pessoal.

Apos imersdo das palhetas em nitrogénio liquido é importante que a manipulagdo seja cuidadosa para que elas sejam
colocadas no botijao criogénico. A retirada deve ser feita com pingca ou algum outro instrumental que facilite a retirada, a
palheta ndo deve ter contato com a pele do manipulador para diminuir as chances de choque térmico nas amostras, e algum
acidente ao manipulador.

3.7.8 Descongelagéo

A descongelacao das palhetas é recomendavel a utilizagdo de temperatura entre 60°C e 70°C durante 7 segundos em
banho-maria.
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4. Considerac@es Finais

A utilizacdo do sémen refrigerado e congelado tem aumentado devido o desejo dos proprietarios em ter o material
genético dos seus animais disponivel para uso posterior ou para venda das amostras criopreservadas (centrais de reproducdo
credenciadas no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA), mesmo se o reprodutor vier a 6bito e também
pelo fato da variacdo do momento da ovulagcdo na espécie equina e, na maioria das vezes, para aumentar a variabilidade
genética animal o sémen utilizado é refrigerado advindo de propriedades distantes.

Caso 0 sémen ndo esteja no momento ideal ou 0 mesmo chegue na propriedade apds o esse periodo, uma solugéo é
congelar o sémen refrigerado, fazendo com que 0 mesmo seja armazenado por tempo indeterminado para evitar a sua perda, o
projeto foi focado apOs 24 horas de refrigeracdo a 5 °C, pois esse tempo € o suficiente para que aconteca o deslocamento do
sémen de uma propriedade distante, por exemplo.

Além disso, as amostras de sémen podem ser transportadas no botijdo criogénico, independente da distancia,
permitindo a criacdo de um banco genético na propriedade sem os gastos de mantenca de varios reprodutores. Assim, é
indicado que se utilizem reprodutores com melhor desempenho, tanto genético, quanto de qualidade seminal, para garantir
maior eficiéncia reprodutiva e o rapido melhoramento genético do rebanho.

O estudo apresentado visa além de ajudar profissionais da area de reproducdo equina, instiga-los a aprofundar cada
vez mais a técnica de congelacdo do sémen equino visando o aprimoramento e novos estudos voltados para essa biotecnologia.
Desenvolvendo uma curva de congelamento mais eficaz, criando diluentes cada vez melhores e mais especializados no melhor

resultado das amostras seminais que passaram pelo processo de criopreservacao empregadas na inseminacao artificial.
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