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APRESENTACAO

A utilizag&o do sémen congelado de equinos na rotina dos haras ainda
exige contornar uma série de limitagdes. Algumas delas s&o a restricéo
de grande nlUmero de associagdes de raga, a grande variabilidade
dos garanhdes, quanto & resisténcia dos espermatozdides ao processo
de congelamento, de descongelamento e de qualidade do
ejaculado; o baixo rendimento de doses por ejaculado e o alto custo!
a baixa resisténcia no sistema genital da égua, a necessidade de
inseminagdes didrias e de exames retais freqUentes, etc. Assim, um
sistena que possa substituir, pelo menos parcialmente, o sémen
congelado, porém com taxas de concepgdo satisfatérias, tem sido
pesquisado. O sémen diluido e resfriado tem preenchido, de certa
forma, esta lacuna deixada pelo sémen congelado. O sucesso,
enfretanto, depende do conhecimento acumulado ao longo dos

anos sobre as caracteristicas ideais do sémen resfriado de garanhdes.

Diferentes sisternas com este objetivo foram desenvolvidos no Japdo,
Holanda, EUA, Franca e Alemanha. No Brasil, a literatura é bastante
escassa no que diz respeito & inseminagdo artificial em equinos, mais
especificamente, sobre o transporte e o resfriamento do sémen.

Pretende-se, com esta publicagdo, oferecer aos leitores uma visdo
do desenvolvimento da técnica no mundo e apresentar alguns
experimentos desenvolvidos no Brasil, cuja finalidade foi estudar
diferentes aspectos de utilizac@o da técnica, bem como oferecer
subsidios a técnicos e criadores que ja a utilizam, ou pretendem
utilizé-la,

Prof. Ftto José Heunes Praf. Jasé Adlton da Sctea
Editor Deretor
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo do sémen eqiiino transportado nio ¢ em si um fato novo, podendo até mesmo ter
sido responsdvel pela primeira citagdo na literatura envolvendo a inseminagdio artificial nas
espécies domésticas. Possivelmente, a inseminagio de uma ¢gua com o sémen transportado de
um ggranhdo pertencente a uma tribo rival, em 1322, por um chefe drabe, tenha sido a citagio
mais antiga sobre o tema em questio (- 199), Os pesquisadores russos foram os primeiros a
desenvolver uma metodologia especifica ¢ a utilizd-la para inseminar um razodvel nimero de
¢éguas. Entretanto, os estudos relacionados a utilizagdo do sémen eqiiino diluido, resfriado e
transportado mereceu, até recentemente, limitada atengdo da maioria dos pesquisadores.

Relatos, envolvendo um pequeno nimero de éguas e sem caracteristicas experimentais, apare-
cem na literatura a partir de 1935, quando GONZAGA @9, nas Filipinas, inseminou cinco
éguas com sémen diluido em um diluidor glicose-sulfato-peptona, resfriado em gelo e obteve
duas gestagdes (40%). Cinco de oito éguas (62%) ficaram gestantes no grupo controle.

Uma série de experimentos foi conduzida por MILOVANOV et al. 65) para investigar a sobre-
vivéncia espermdtica de garanhdes sob diferentes condigoes de temperatura, aeragio e
diluig¢do. Concluiram que a temperatura ideal para a estocagem do sémen era de 8-10°C, apds
dilui¢iio 1:3 no diluidor TGH-6 (glicose-tartarato de sddio-potdssio dcido tartdrico). O sémen
estocado por 6-8 h com esta metodologia foi utilizado para inseminar 30 éguas, com uma taxa
de concepgdo de 66,7%. Uma taxa de concepedo de 70% foi obtida, em um grupo controle,
com éguas inseminadas utilizando sémen fresco. Relatos posteriores mostraram fertilidade

com sémen transportado de 73% (@ 110). Entretanto, quando as éguas foram inseminadas por
trés ciclos consecutivos, a fertilidade aumentou para 90% (110),

PARYSEV & PARSUTIN ® citam que, no territério de Ryazan, 73,3% das éguas

inseminadas com sémen transportado conceberam. Em outros territérios da URSS, utilizando
sémen fresco, a taxa de concepgdo variou de 60,42 a 80%.

ZARUEV et al. (19 resfriaram sémen diluido em um diluidor de glicose (7,2 g em 100 ml de
dgua), devidamente acondicionado em tubos teste de 40 - 45 ml, durante 2,5 a 3 h para 15-18
°C. De 93 éguas inseminadas com o sémen transportado, 73,3% conceberam. Além disso,
quando o sémen transportado foi utilizado em outra estagio, por trés ciclos consecutivos, 90%
- das ¢éguas inseminadas pariram. O resfriamento do sémen foi realizado em um frasco térmico
de metal, preparado com uma jaqueta de dgua a 8-10 °C.

KUHR ®3) utilizou sémen de garanhdo diluido em leite de égua com 5% de gema de ovo,

transportando-o por 6-12 km, apés estocagem por 24-48 h. De dez éguas inseminadas, apenas
trés conceberam (30%).




KRUZKOVA @4 inseminou 13 e 12 éguas com sémen estocado por um e dois dias, respecti-
vamente, com dez (76,92%) e nove (75%) coneepeodes. Antes do transporte, o sémen foi trans-
ferido para uma garrafa, que foi completamente cheia.

SCHAFER ¥ verificou que inseminagdes conduzidas em Schénerlinde e Maritsburg, em 46
¢éguas, com sémen diluido ndo resfriado, com menos de oito horas de conservagao apos a
colheita, transportado por mais de 180 km, resultaram em taxa de conecepedo total de 46%.

WIERZBOWSKI et al. (199 inseminaram 50 éguas uma ou mais vezes nas instalagoes dos pro-
prietdrios, com sémen de cinco garanhoes Freiberg e trés Halfbred (Norman). Na maioria dos
casos, o sémen foi diluido com um diluidor de glicose (7g) + gema de ovo (0,8 ml) +
penicilina (50.000 UI) + dgua (100 ml). A taxa de diluicdo foi de 1:1 a 1:4, e o volume
utilizado de aproximadamente 50 ml. O resfriamento foi realizado em geladeira ou em
recipiente térmico com gelo e o tempo de utilizagdo foi inferior a 36 h, predominantemente 2-
8 h. A taxa de concepgio foi de 36%, mas apos a eliminagio de 13 éguas de limitada
habilidade reprodutiva, aumentou para 48,6%. Entretanto, apenas dez das 18 éguas com
prenhez positiva pariram, Jevido & ocorréncia de reabsor¢des embriondrias.

VLACHOS & PASCHALERI (%) inseminaram 840 éguas com sémen de jumentos ¢ 364
¢éguas com sémen de garanhdes, diluido em leite desnatado, estocado a 2-5¢C ¢ transportado a
longas distancias. A taxa de concepgiio média total foi de 39,6%. As €guas inseminadas com
sémen de jumento apresentaram uma taxa de concepgao de 11,6% mais alta do que as insemi-
nadas com sémen de garanhdes. Além disso, as maiores taxas de concepgdo foram obtidas para
as éguas com 6-8 anos de idade, mostrando sinais de cio pronunciados e inseminadas trés
vezes no cio poés-parto. Fémeas com 3-5 anos de idade apresentaram as menores taxas de
concepgio.

A literatura citada anteriormente reflete trabalhos isolados, sem controles apropriados,
auséncia de planejamento cientifico ¢ de metodologia especifica sobre o assunto. Traduz
apenas tentativas isoladas da utilizagio do sémen transportado, sem maiores* compromissos
académicos. Entretanto, uma avaliagdo mais profunda da literatura consultada permitiu o
agrupamento dos trabalhos existentes em seis grupos, de acordo com a metodologia gerada
¢fou utilizada por eles:

*  Grupo I - Metodologia Japonesa (61);

°  Grupo II - Metodologia Holandesa (6.21, 94, 95),
®  Grupo III - Metodologia Americana (23, 24).

®  Grupo IV - Metodologia Francesa (66, 67);

*  Grupo V - Metodologia Alemi (38, 90, 108, 109)

®  Grupo VI - Metodologia Brasileira (64. 65, 81,82, 83)
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2. METODOLOGIAS
2.1. Metodologia Japonesa - Preservagiio dos espermatozéides pelo método Baken.

Baken ¢ a abreviagdo do Instituto de Reprodugdo Egiiina e Higiene, onde foi desenvolvido o
método. H4 dois tipos de métodos (Baken 1 e 2), mas apenas o método Baken 1 foi utilizado
para transportar o sémen. O método Baken 1 foi desenvolvido em primeiro lugar e consiste na
remogdo do plasma seminal, danoso & preservagio dos espermatozoides apos a ejaculagio, por
centrifugagio; ressuspensio dos espermatozdides em uma solugdo tampdo com gema de ovo;
preservacdo do sémen a 4°C apds resfriamento lento e transporte em garrafas térmicas. Este
método foi desenvolvido de janeiro de 1945 a julho de 1946.

Os experimentos, utilizando o método Baken, foram conduzidos transportando o sémen por
linha férrea, com a cooperagio das associagdes de eqiiinos de Tokachi e Kushiro, em
Hokkaido. O sémen foi avaliado dentro das garrafas térmicas apds a chegada, antes das
inseminagdes. Além disso, avaliou-se a motilidade espermdtica e percentagem de
espermatozodides vidveis. Procurou-se utilizar um ou dois estros por égua inseminada com o
sémen transportado e as que ndo conceberam foram transferidas para monta natural. As
inseminagoes foram realizadas na Associagdo de Tokachi em 1945 e 1946, utilizando dois
garanhoes (Hoei e Orpheon). Em 1945, o sémen do garanhao Hoei foi utilizado para cobrir 21
éguas, das quais 11 (53,38%) ficaram gestantes apos 30 transportes de sémen (2,73
transportes/concepgao). O tempo da colheita & inseminagio foi de 5-6 h ¢ o sémen demorou
cerca de duas horas no trem. O mesmo garanhdo foi utilizado em 1946 com uma taxa de -
concepgdo de 55% (11/20 éguas), apos 32 transportes (2,91 transportes/concepgdo). O
intervalo de tempo da colheita do sémen & inseminagdo artificial foi de 5-6 h ¢ o sémen
permaneceu aproximadamente duas horas no trem. Em 1945, o sémen do garanhio Orpheon
foi utilizado para inseminar 20 éguas, com uma taxa de concepgio de 50% (10/20 éguas), apds
32 transportes (3,2 transportes/concepgdo). O intervalo de tempo da colheita a inseminacéo foi
de 5-6 h ¢ o sémen permaneceu no trem por 2,5 horas. Seis e guatro éguas que nio
conceberam com o garanhdo Hoei em 1945 ¢ 1946, respectivamente, foram transferidas para
monta natural com taxa de concepgio de 50% (3/6) e 50% (2/4). De dez éguas transferidas
para a monta natural, do garanhdao Orpheon, 20% conceberam (2/10).

Em 1945, na associagao de Kushiro, o sémen de trés garanhoes (Osmanviel, Original e Hanjo)
foi utilizado para inseminar seis, cinco e duas éguas, respectivamente. Das 13 éguas, sete
foram inseminadas com o diluente Baken | com uma taxa de concepgio de 42,86% (3/7) e,
seis com uma solugdo de sacarose a 10% com uma taxa de concepgdo de 0% (0/6 éguas).
Foram utilizados 23 transportes de sémen (13,04 transportes/concepgio), com um intervalo de
tempo da colheita & inseminagdo de 4-6 h, com a permanéncia do sémen no trem por
aproximadamente trés horas. Nove das 13 éguas foram inseminadas em apenas um estro ¢ as
outras quatro em dois estros. Além disso, utilizaram-se oito estros para as sete dguas
inseminadas pelo método Baken 1 e nove estros para as seis éguas inseminadas com a solugdo



de sacarose a 10%. De quatro éguas transferidas do método Baken 1 para a monta natural, uma
concebeu (25%). De cinco transferidas para a monta natural, do grupo inseminado com a
solugdo de sacarose, uma (20%) concebeu.

Em 1946, o sémen foi transportado entre as associagoes de Tokachi e Kushiro e vice-versa. O
sémen de apenas um garanhio (Rost) foi transportado da associa¢do de Kushiro para Tokachi,
com uma taxa de concepgio de 40% (4/10), apos 28 transportes (7 transportes/concepgio). O
intervalo de tempo da colheita 4 inseminagio foi de 5-5,5 h e o sémen permaneceu no trem por
aproximadamente trés horas. De quatro éguas transferidas para a monta natural 0% (0/4)
concebeu.

O sémen de dois garanhdes (Lapley e Imei) foi transportado no sentido Tokachi-Kushiro, com
taxas de concepgio de 22,2% (2/9) e 44,4% (4/9), respectivamente. Um total de 35 transportes
foi realizado (5,83 transportes/concepgio), com um intervalo da colheita 4 inseminagdo de 7 a
10 h e quatro horas de permanéncia do sémen no trem. De quatro e duas éguas transferidas dos
garanhdes Lapley e Imei, respectivamente, para a monta natural, nenhuma concebeu. Segundo
os autores, os resultados do experimento foram bastante inferiores aos das montas naturais dos
mesmos. garanhdes, no mesmo ano. A fertilidade inerente das éguas e as diferengas de
organizagdo entre as duas associagbes podem ter contribuido para os baixos indices
conseguidos.

Os periodos mais longos de sobrevivéncia conseguidos por este método, em trés amostras de
dois garanhoes, foi de 336 a 360 h, 360 a 284h e 336 a 360 h. O tempo requerido para a
recuperaciao da motilidade dos espermatozdides preservados foi proporcional 4 duragio da
preservacdo, aproximadamente dois minutos apds 6 horas de preservagiio, seis a oito minutos
apos 24 horas e 10 a 16 minutos apds 48 horas.

O sémen preparado por este método (Baken 1) foi preservado sem agitar por seis a sete horas e
utilizado para inseminar oito éguas, sem transporte. Trés éguas conceberam em um estro e
uma no segundo estro. As outras quatro nao haviam concebido nos dois anos anteriores ¢ o
nimero de estros por égua foi de dois a quatro (irés em média) e tantas quanto oito
inseminagoes foram tentadas. Mesmo quando mudadas para a monta natural, somente uma
concebeu. Em resumo, a taxa de concepgao foi de 50% (4/8).

2.2. Metodologia Holandesa

A reprodugdo de eqiiinos na Holanda ndo ¢ uma questdo de reprodugio nos haras, desde que
80% das éguas em reprodugio sdo cobertas por garanhoes transportados em furgdes, por rodo-
via, de égua para égua. Isto ¢ uma situagdo mais do que peculiar no mundo e somente presente
na Holanda e algumas regides da Bélgica ®3). A reprodugdo utilizando este método tem, até
agora, dado resultados satisfatorios (taxa de parigdo de 50-70%), mas em vista da situagdo
econdémica do momento e do ponto de vista social, ndo é mais exequivel. A solugio mais



plausivel para o problema seria a utilizagdo do sémen congelado, mas os resultados alcangados
com a sua utilizacio na Holanda @5 e em outros paises do mundo, torna a sua utilizagdo no
manejo reprodutivo didrio dos haras, desaconselhdvel. As organizag¢des de reprodugio da Ho-
landa e criadores individuais estdo interessados no uso da inseminagdo artificial, especialmente
para a preven¢do de doengas venéreas e a vantagem do acompanhamento didrio das éguas
durante o cio. Durante os ultimos dez anos, a inseminagéo artificial em eqiiinos tem sido reali-
zada na pritica @4, Desde 1977, existe uma regulamentagio em relagdo 4 inseminagdo
artificial em eqiiinos, na qual estio estabelecidas claramente regras para sua aplicacdo. As
associa¢oes de criagdo de cavalos tém a responsabilidade técnica em relagido a criagdo de
cavalos, enquanto o servico de saide animal tem a responsabilidade técnica veterindria.
Somente veterindrios aprovados em um curso sobre inseminagao artificial em eqiiinos, tém o
direito de fazer uso da inseminagéo artificial.

Virios sistemas de utiliza¢ao da inseminagdo tém sido praticados na Holanda: a) inseminagdo
artificial na propriedade; b) inseminacdo artificial em centros; ¢) inseminagdo artificial com
sémen diluido transportado pelo correio e d) inseminagdo artificial com sémen congelado.

Os resultados obtidos em diferentes postos de monta e inseminagdo na Holanda mostram um
crescimento da utilizagdo da técnica no pais, estando 4 disposigio dos criadores, no momento,
0 uso do sémen fresco ndo diluido, do diluido resfriado e do congelado.

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém sido realizados sobre as possibilidades de transporte
do sémen do garanhdo em estado liquido, pelo correio, por todo o pais. Nestas investigagoes,
especial aten¢do tem sido dada para os métodos de preservagdo da viabilidade dos esperma-
tozéides do garanhdo, durante cinco a sete dias de estocagem liquida a 5°C. Isso tem permitido
uma comparagio entre os resultados de garanhGes utilizados para a inseminagio artificial e
monta natural.

2.2.1 Utilizacdo de Garanhoes "Transportados” - Durante a estagdo de monta de 1983,
VAN DER HOLST ©% realizou um experimento no sentido de avaliar o desempenho de
garanhdes “transportados”. Para tal, foram utilizados ejaculados de cinco garanhGes avaliados
fisica (volume, motilidade e concentragdo) e morfologicamente. A freqiiéncia de ejaculagdes,
antes da fase experimental e nos trés dias imediatamente anteriores ao estudo foi controlada. A
produgio espermadtica dos cinco garanhoes (Tri, Val, Kat, Sal e Uni) foi investigada em 7, 12,
8, 10 e 3 ejaculados, respectivamente. O numero de prévias ejaculagbes e nimero médio de
ejaculagdes por dia foram de 12 ¢ 2,4; 9 ¢ 1,3; 45 e 5,6; 47 ¢ 4,7; 30 e 2,3 na mesma ordem
anterior. O niimero total de espermatozdides moveis variou entre os garanhoes e foi de 1548 x
108, 2146 x 10°, 227 x 105, 1335 x 10° ¢ 794 x 106, respectivamente, para os garanhdes Tri,
Val, Kat, Sal ¢ Uni, havendo influéncia do mimero de prévias ejaculagdes e do nimero médio
de ejaculagdes por dia.
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b) Inseminagdo artificial em centros - Este sistema, no qual as éguas sdo levadas aos centros
de inseminagdo, ¢ hoje a tnica forma permitida de inseminagdo artificial de eqiiinos na
Holanda %), Os resultados conseguidos em 490 éguas inseminadas com sémen néo diluido
foram bons: 74% das éguas pariram um potro vivo ¥4,

¢) Inseminagio artificial com sémen congelado - Os resultados de 122 éguas inseminadas
com sémen congelado ndo foram satisfatorios. A taxa de prenhez com o sémen congelado, na-
cional ou importado, foi de 57%. Entretanto, a percentagem de nascimento de potros foi de
29%, de modo que a aplicagio prética dessa técnica nio € recomenddvel (4,

d) Inseminacio artificial com sémen diluido, resfriado e transportado - Na tentativa de sa-
tisfazer o desejo de criadores em limitar as viagens de éguas e garanhdes, experimentos tém
sido realizados envolvendo o sistema de transporte de sémen pelo correio. Um total de 446
éguas foram inseminadas, em trés postos de inseminagio, com sémen resfriado ¢ transportado
em containers especialmente desenvolvidos para este objetivo, apds periodos de estocagem de
24 a 72 h apds a colheita. A taxa de prenhez nos iltimos dois anos foi de 70%. O garanhdo
mais utilizado apresentou uma taxa de concepgio de 78%. Enquanto as taxas de concepgio
com sémen congelado permanecerem baixas, o sistema de transporte de sémen pelo correio
serd a forma mais utilizada de inseminagédo na Holanda, associada ao uso do sémen fresco,
ndo diluido, nos postos de inseminagéo.

2.2.3 Procedimentos (21, 94)
1 Sele¢do de doadores ¢ colheita de sémen a tarde, com transporte A noite
(temperatura baixa);
2 Apods a colheita (2-3 vezes/semana), o sémen livre de gel ¢ diluido a 1:1 no diluente
de Dimitropoulos (D-11);
3 A seguir, o sémen ¢ centrifugado a 800-1000 g por 10 a 15 minutos, descartando-se
" o plasma e o diluidor;

4 O sedimento ¢ ressuspendido em D-11 e doses de 500 x 10° espermatozoides mo-
veis sdo envasados em tubos de polipropileno (minimo, 400 x 105; ideal: 500 x
10);

5 O sémen ¢ resfriado vagarosamente a 5°C, em rotagdo constante, em algumas horas;

6 Quando solicitado, o sémen diluido e resfriado ¢ transportado para uma estagao de
inseminagdo, em pequenos containers (modelo Sarstedt - FIG. 1), termicamente iso-
lados e pré-resfriados, pelo expresso postal (irem);

7  Ap6s a chegada (dentro de 16 horas), os tubos sdo estocados a 5°C em constante ro-
ta¢do até a inseminagdo artificial;

8 O sémen pode ser utilizado dentro de trés a quatro dias da colheita;

9 Atualmente, o sistema ¢ utilizado por trés centros de inseminagio artificial e 35
estagOes regionais de inseminagéio;
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10 Diluente de Dimitropoulos, composto por trés solugdes:

Solugiio A

Glicose 6g
Frutose 6g
Agua deionizada 300 ml
Solugao B

Citrato de sédio 10g
Glicina 47¢g
Sulfonamida 1,75 g
Agua deionizada 500 ml
Solugio C

Gema de ovo filtrada 200 ml
Diluente de Dimitropoulos 100 ml:

Solugdo A - 30 ml
Solugéo B - 50 ml
Solugéo C - 20 ml

2.2.4 Resultados de Fertilidade - A produgio espermitica de quatro garanhdes utilizados
apenas na inseminagdo artificial foi estudada por VAN DER HOLST 5. As colheitas foram
realizadas em dias alternados durante os meses de junho e julho, utilizando garanhoes de uma
mesma raga. Os garanhdes Ram, Alm, Fur, Ven e Res apresentaram um niimero de esperma-
tozodides de 3264 x 10° (n = 42), 2680 x 109 (n = 22), 2567 x 10° (n = 18), 3685 x 10° (n=12)
e 3284 x 10° (n = 8), respectivamente.

As taxas de pari¢do de éguas inseminadas, em um programa utilizando sémen transportado,
com mais de trés dias de conservagio, foram de 81% (47/58), 100% (4/4) e 100% (6/6) para os
garanhdes Ran, Ven ¢ Sil, respectivamente. Apenas uma das éguas inseminadas com o sémen
do garanhdo Ram apresentou morte embriondria precoce.

BERGHUIS © realizou um experimento durante as estagdes de monta de 82, 83, 84 e 85,
comparando numa s6 propriedade as taxas de concepgdo obtidas com o sémen fresco, com os
resultados da utilizagdo do sémen diluido, resfriado ¢ transportado @1, 95), Todas as éguas
foram rufiadas a cada dois dias, sendo as éguas vazias, a partir da metade de fevereiro, e as
potras, a partir da metade de abril. Eguas com “potro ao pé” foram rufiadas a partir do 6°-7° dia
para a detecgio do “cio do potro”. Sete a oito dias apds o final deste cio foram submetidas a
aplicagbes de PGF,o.. No segundo dia apds a injegdd, iniciou-se a rufiagio; 85% das éguas
foram inseminadas dentro de dez dias. A partir da observagio externa do cio, as éguas foram
controladas pela palpagdo retal e vaginoscopia. Na auséncia de anormalidades do sistema
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genital e na presenca de um foliculo pré-ovulatério, encomendou-se o sémen, a ser
transportado e utilizado dentro de 18 a 24 h apds a colheita.

O sémen fresco foi coletado somente no dia da inseminagdo. Apds a colheita e separagio da
fracdo gel, o sémen foi dividido em nimero de doses igual ao nimero de éguas a serem
inseminadas, variando de 5 a 40 ml de sémen nio diluido/dose inseminante.

A motilidade do sémen transportado foi controlada no recebimento do sémen e geralmente no
momento da inseminagdo. A motilidade variou de 60 a 75%. Como o mimero mais baixo de
espermatozoides transportados foi de 450 x 10 um minimo de 270 x 109
espermatozoides/dose inseminante foi utilizado para a inseminagdo artificial com o sémen
transportado. A motilidade do sémen fresco variou de 45% (fevereiro) a 70% (maio-junho).
Sempre houve o cuidado de utilizar um minimo de 300 x 10% espermatozéides moveis/dose
inseminante, para as inseminagdes.

As 84 ¢guas do Grupo I, que ficaram permanentemente na propriedade, foram inseminadas
com o sémen fresco, durante as estagoes de monta previamente mencionadas. A taxa de
concepgio foi de 61% (52/84) para o primeiro ciclo e de 65,63 (21/32) para o segundo ciclo.
Apos dois ciclos, 86,9% (73/84) das éguas ficaram gestantes. Ao final do experimento, 92,8%
(78/84) das éguas conceberam.

As 44 éguas do Grupo II, que também ficaram permanentemente na propriedade, foram
inseminadas com o sémen transportado, durante as estagbes de monta mencionadas
anteriormente. A taxa de concepgio ao primeiro ciclo foi de 36,4% (16/44 éguas). No segundo
ciclo, 39,29% (11/28 éguas) das éguas estavam gestantes ¢ 84% (37/44) das éguas
conceberam, ao final do experimento. A morte embriondria precoce foi de aproximadamente
7% para as éguas inseminadas com sémen fresco ou diluido, resfriado e transportado. O
nimero de inseminagGes por égua gestante foi de 3,4 no grupo das éguas inseminadas com o
sémen transportado e 2,15 para o das éguas inseminadas com o sémen fresco. A diferenga no
mimero de éguas gestantes, ao primeiro ciclo, entre os grupos 1 (61,9%) e I (36,4%) foi
elevada e significativa (P < 0,01). Em relagéo as potras, esta diferenga foi mais acentuada.
Assim, para as potras inseminadas com o sémen fresco, a taxa de concepgao foi de 56%
(14/25), bem superior 4 do grupo inseminado com o sémen transportado, de 28% (7/25), para o
primeiro ciclo (P < 0,05).
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De VRIES @D realizou um experimento, por duas estagdes de monta, para estudar os
resultados alcangados com a utilizagdo do sémen diluido, resfriado e transportado. Para tal, as
¢éguas foram rufiadas regularmente, e quando em cio, palpadas em dias alternados. As
inseminagdes foram realizadas apés a detecgio de um foliculo pré-ovulatério e controle da
qualidade do sémen, e repetidas a cada 48 horas, até a ovulagio. Na primeira estagdo de
monta, utilizou seis garanhoes para inseminar 79 éguas, com uma taxa de concepgio de 76%
(60/79). O nmumero de inseminagbes/prenhez e inseminagdes por estro foi de 2,4 e 1.6,
respectivamente.Na segunda estagdo, utilizou o sémen de 13 garanhes para inseminar 134
¢guas, com taxa de concepgdo de 76% (102/134). O numero de inseminagbes por prenhez e
por estro foi de 2,5 e 1,5, respectivamente. Segundo o autor, existiram diferencas entre os
garanhGes no que diz respeito as taxas de concepgao, possivelmente devido a diferengas na
susceptibilidade do sémen ao diluidor. O ajustamento da composigio do diluidor para cada
garanhdo poderia melhorar os resultados de fertilidade. Além disso, De VRIES 1) estabeleceu
que a colheita higiénica do sémen e o processamento sdo importantes para evitar quantidades
inaceitdveis de bactérias no sémen apds a estocagem. Problemas com o transporte do sémen
diluido ocorreram nos finais de semana e feriados.

2.3. Metodologia Americana

A metodologia Americana de transporte do sémen diluido e resfriado foi desenvolvida por
DOUGLAS-HAMILTON et al. @4 ¢ utilizada posteriormente com os mesmos propésitos ©:
23). Por este método, o sémen diluido foi resfriado em um container especialmente projetado
para este fim a uma taxa inicial de resfriamento vagarosa (-0,3°C/minuto) até uma temperatura
final de 4-6°C, mantida por mais de 36 h. O sémen de trés garanhdes foi transportado por este
método e utilizado para inseminar 46 éguas de diferentes categorias reprodutivas em 23
estados dos EUA, entre 6-23 h apds a colheita, com uma taxa de concepeio final de 91%, apds
trés ciclos.

Inicialmente foi desenvolvido um container, “equitainer” (FIG. 2), que consiste de um volume
termicamente isolado, em que um bloco refrigerado a 0°C remove o calor de uma célula teste
através de uma impedéncia térmica, a uma taxa de condugio controlada. Um container interno
condutivo (isotermalizador) fornece um interior essencialmente isotérmico, dentro do qual a
amostra ¢ estocada em uma bolsa pldstica de polietileno esterilizado, envolvida por outras
bolsas térmicas para dar estabilidade ao contetido fluido aquoso. O calor escapa através da
impedéncia térmica, para o bloco refrigetador, que mantém a temperatura de 0°C, e os
conteidos do container interno condutivo (isotermalizador) sdo resfriados a uma taxa
controlada. O dispositivo total ¢ mantido sobre pressio positiva das almofadas de espuma na
tentativa de fornecer um contato térmico bom e repetido entre bloco refrigerador ¢ a
impedancia. A temperatura da célula teste decresce entio a uma taxa dependente da
temperatura inicial T1 (37°C no caso do experimento), da massa M da célula teste mais
contetidos ¢ da impedéncia térmica do caminho de fluxo de calor. Pela variagio de M, a taxa
de decréscimo da temperatura pode ser controlada. A taxa de resfriamento ¢ mais rdpida
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FIGURA 2 - Represeatagiio esquemitica do Container modelo “Equitainer”
Fonte: DOUGLAS - HAMILTON et al, 1984,




16

inicialmente, e a temperatura declina uniformemente depois disso até seu valor final T0, que é
determinado pelo balango entre a transferéncia de calor para dentro e para fora do volume
termicamente isolado. A temperatura minima pode ser mantida por 30-50 h, dependendo da
quantidade do refrigerador. Assim, a taxa de decréscimo da temperatura inicial na célula teste
(dT/dt) depende diretamente da taxa de perda de calor constante (B), ratura inicial na célula-
teste (dT/dt) depende diretamente da taxa de perda de calor constante (B), da temperatura
inicial da célula teste (T1), da temperatura final alcangada pela célula teste (TO) e da massa
térmica (M) da célula teste. Por sua vez, TO ¢ B dependém das dimensdes e condutividade dos
componentes. Além disso, a taxa de resfriamento aproxima-se de 0 quando a temperatura final
de 5°C ¢ alcangada. A queda da temperatura da célula teste é inversamente proporcional &
massa da célula teste, e a queda requerida pode ser determinada pela escolha da massa térmica
(M) da célula teste. Para um dado volume da amostra do sémen, a massa da célula teste é
ajustada pela variagdo das massas das bolsas de estabilidade na tentativa de obter a massa total
(M) requerida. A parte da curva de resfriamento mais importante fisiologicamente recai sobre
a regido dos 22°C a 10°C, onde uma mudanga de fase dos lipideos celulares ¢ esperada.

O efeito de virias taxas de resfriamento foi estudado “in vitro”. Para tal, utilizaram-se oito
ejaculados de dois garanhdes com sémen diluido no diluidor de minima contaminagdo (2:1-
diluidor-sémen) “1). A motilidade foi avaliada, pré-diluigio, em trés campos, em microscopio
de contraste de fase, e reavaliada imediatamente ap6s diluigio. Uma aliquota de 0,1 ml do
sémen diluido foi removida e corada pela eosina-nigrosina, para estimar as percentagens de
espermatozodides vivos-mortos. Os ejaculados diluidos foram divididos em cinco ou seis
aliquotas de 20 ml (dependendo do volume inicial) e transportadas para bolsas de polietileno.
As bolsas foram colocadas na célula teste de um container de transporte dentro de seis minutos
da ejaculagdo. Apropriadas quantidades de bolsas de sustentagdo térmica foram adicionadas
para conseguir a taxa inicial de queda de temperatura desejada. Em cada experimento, as
diferentes aliquotas dos ejaculados foram resfriadas a taxas iniciais variando de -0,19 a
2,4°C/minuto, a taxa exata variando de acordo com a massa dos contetidos da célula teste. As
amostras foram resfriadas para 3 a 7°C; a temperatura média minima foi 5,6°C com desvio
padrio de 1,2°C. Um total de 44 aliquotas separadas foram investigadas. A taxa inicial de
resfriamento foi dividida em trés amplitudes:

a) dT/dt > 1°C/minuto (n = 16);

b) 1> dT/dt > 0,33 (n = 12);

¢) dT/dt < 0,33 (n = 16);

Doze horas apds a ejaculagio, as bolsas de polietileno foram removidas dos containers de
transporte e colocadas em banho-maria e devidamente aquecidas a 27°C, em cerca de dois
minutos. A motilidade apés aquecimento foi estimada segundo o método duplo-cego.
Amostras coradas pela eosina-nigrosina de todas as amostras resfriadas foram examinadas para
normalidade morfologica e percentagem de espermatozdides vivos-mortos sobre o mesmo
protocolo duplo-cego. Para as determinagdes morfoldgicas e de vivos-mortos, 200 ¢ 400
espermatozdides foram examinados, respectivamente. A motilidade média (%) relativa a
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inicial (100) foi de 86 + 12, 71 + 15 ¢ 58 + 24 para as taxas de resfriamento vagarosa, média e
répida, respectivamente. A percentagem média de espermatozéides com caudas dobradas (que,
em virtude de ser o defeito morfolégico predominantemente apds o reaquecimento, foi tomado
como sendo representativo da mudanga morfolégica para propositos analiticos), relativa a
inicial (13 £5,5), foide 25 +7,8,27+52¢e37 8,5 para as taxas vagarosa, média e rdpida. A
percentagem média de espermatozoides corados pela eosina-nigrosina em relagdo a inicial (16
+4,3) foide 32+ 72,34 + 6 ¢ 43 + 7,3 para as taxas vagarosa, média e rdpida. Comparada
com o resfriamento vagaroso (taxa inicial de < 0,33°C/minuto) a taxa de resfriamento inicial
répida (>1°C/minuto) produziu efeitos deletérios significativos na motilidade e integridade
estrutural dos espermatozoides, demonstrados pelo decréscimo da motilidade (P < 0,01),
aumento dos defeitos morfoldgicos (P < 0,01) e aumento da percentagem de espermatozdides
corados pela eosina-nigrosina (P < 0,01). Os efeitos parecem significativos acima de uma taxa
de resfriamento inicial de 1°C/minuto. Em resumo, os estudos preliminares verificaram que a
taxa de resfriamento tem efeito significativo sobre a motilidade espermdtica, morfologia
caracteristicas de coloragdo pela eosina-nigrosina. Além disso, concluiu-se que a utilizagdo de
taxas de resfriamento étimas podem melhorar a fertilidade do sémen resfriado.

Um trabalho de fertilidade, usando os procedimentos estabelecidos anteriormente “in vitro”,
foi realizado utilizando-se o sémen de trés garanhdes de sangue quente Alemdaes alojados na
Hamilton Farm, Hamilton, Mass, EUA. Os sémens foram coletados uma vez por dia de junho a
agosto com intervalo médio entre coletas de dois dias. Todos os ejaculados coletados para
transporte foram transportados; nenhum foi rejeitado. O sémen foi coletado utilizando-se uma
vagina artificial modelo Missouri, s seis horas da manhi do dia do transporte. Apds a colheita
¢ medido o volume de sémen, cinco ml de sémen foi retirado para avaliagdo posterior ¢ o
restante foi imediatamente diluido a 37°C em um diluidor de leite desnatado @1, adicionando-
se o diluidor vagarosamente dentro de trés minutos. A taxa de diluigdo variou de 2:1 a 6:1
(diluidor : sémen) dependendo da concentragio espermdtica. A concentragdo espermdtica foi
avaliada apds a diluigdo 1:40 em solugio formol-salina, usando um espectrofotometro do tipo
“Spetronic 20" ¢ um hemacitémetro, no qual a concentragio foi avaliada apés uma diluigio
com unopipeta (1:100) em dcido acético glacial.

A concentragio obtida foi usada para derivar o volume contendo 107 espermatozoides.
Admitindo-se uma perda de motilidade de 50% dos espermatozéides durante o transporte, no
presente experimento foram utilizados 1,0-1,5 x 10° envasados para o transporte, por égua. A
motilidade progressiva e o pH foram também avaliados, estimando-se a motilidade por vdrios
campos e um corante vital (eosina-nigrosina) foi usado para estimar a relagio espermatozéides
vivos-mortos.
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O volume apropriado, contendo mais de 10° espermatozéides (geralmente 10-20 ml no inicio
da estagiio de monta e 30-50 ml nos dias de maior duragio), foi removido do sémen diluido e
colocado em bolsas estéreis, virgens. O ar foi eliminado da bolsa que foi, a seguir, selada com
uma iira de borracha e colocada dentro de outra bolsa. A bolsa com o sémen foi envolvida com
bolsas de protegio contra choque e colocadas em uma jarra de polietileno de 220 ml, e em
seguida transferida para a célula do container de transporte. No trabalho de campo citado aqui,
o valor do “isotermalizador” contendo a massa "M” foi ajustado para fornecer taxas de
resfriamento iniciais de -0,3°C/minuto (amplitudes iguais a -0,25 a -0,33) para o sémen
transportado. Tipicamente, o tempo da colheita ao selamento do container foi de seis minutos.
As amostras iniciaram o resfriamento tdo logo foram colocadas no container de transporte. As
amostras foram transportadas por avido, utilizando-se linhas aéreas estaduais, até as éguas a
serem inseminadas.

Baseando-se em medidas de laboratério obtidas anteriormente, a temperatura de 4-6°C foi
alcangada apos aproximadamente dez horas. Essa temperatura poderia ser mantida além de 36
horas. A populagdo de 50 éguas, inseminadas utilizando-se este método, estava distribuida
pelos EUA, com dez no oeste e estados do Pacifico, sete no meio-oeste ¢ trés no sudeste, o
restante, no nordeste. A populagio de éguas era constituida por paridas (37%), potras (33%) e
vazias (30%). Embora bidpsias uterinas ndo tenham sido realizadas antes da inseminagéo,
culturas uterinas foram providenciadas antes da inseminagdo, ¢ processadas em laboratorios
conhecidos. Eguas infectadas foram tratadas antes da inseminagdo e as éguas que ndo
conceberam em dois ciclos foram “reculturadas” e tratadas, se necessdrio.

A Hamilton Farm foi notificada no primeiro dia de estro das éguas. Todas as éguas foram pal-
padas retalmente pelo veterindrio que as atendia e que requisitava os transportes (geralmente
no terceiro ¢ quinto dia do ciclo). Os transportes continuaram até a detecgdo da ovulagéo e
cada égua recebeu 1,6 inseminagdes/ciclo (uma inseminagdo por transporte), em média.
Quatro éguas foram excluidas das andlises estatisticas; duas, pela auséncia dos dados de
prenhez (devido & relutincia do proprietdrio em suportar a despesa adicional de trés exames
pos-inseminagéio); uma, por morte, e a quarta, pela presenga de fibrose uterina severa, por ser
altamente infectada com estreptococos hemoliticos e incapaz de conceber, de acordo com o
veterindrio que a atendia. Assim, os resultados citados aqui sdo baseados em 46 éguas.

Os valores médios da motilidade progressiva (diluido), pH ¢ taxa de espermatozéides vivos fo-
ram medidos 10 minutos apés a colheita. Os valores estavam dentro da variagdo normal para
garanhdes sadios. Assim, para os garanhoes A (n = 51), B(n=30)eC(n=73 ejaculados), a
motilidade (%) foi de 63 + 8,69 + 8 ¢ 70 + 7, o pH de 7,01 £ 0,27, 7,04 + 0,36 ¢ 6,97 + 0,34
e percentagem de espermatozodides vivos de 78 £ 6,7,81 + 3.4 ¢ 83 + 4,6, respectivamente.

A percentagem de éguas gestantes (avaliado por palpagdo retal e, quando possivel, por ultra-
sonografia, aos 55 dias pos-ovulagio) foi de 73 (8/11), 73 (8/11) e 58 (14/24), para os
garanhdes A, B e C, no primeiro ciclo. Para o segundo ciclo, a fertilidade foi de 0, 33 (1/3) e
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55% (5/10) para os garanhdes A, B e C. Para o terceiro ciclo, foi de 33 (1/3), 50 (1/2) e 80
(4/5), na mesma ordem anterior. Ao final de trés ciclos, a fertilidade foi de 82 (9/11), 91
(10/11) e 96% (23/24) para os garanhdes A, B ¢ C. A taxa de concepgao total foi de 65
(30/46), 38 (6/16) e de 60% (6/10) para os ciclos 1, 2 e 3. Do total de 46 éguas, 42 (91%)
ficaram gestantes apds trés ciclos.

Qualquer égua que sofreu morte embriondria precoce ou aborto foi contada como falha de con-
cepgao para aquele ciclo e foi subseqiientemente inseminada. O intervalo de tempo entre a eja-
culagéio e a inseminagdo variou de 6 a 23 h. Para o intervalo de 6 a 12 h (6<t<12 h), 32 éguas
foram inseminadas ¢ um total de 90% concebeu (29/32). Para as éguas inseminadas no
intervalo entre 12 ¢ 23 h (12<t<23 h), 14 éguas foram inseminadas com um indice de
concepeio de 93% (13/14). A taxa de concepgio média total para os trés ciclos, aos 55 dias,
foi de 91% (42/46). Apds diluigio ¢ envasamento da amostra de sémen a ser transportado, para
70% dos ejaculados (selecionados ao acaso), uma amostra controle previamente retida
identificada como "amostra de resfriamento vagaroso” foi tomada da porgio do ejaculado ndo
diluido e estocada em refrigerador com apropriada estabilidade térmica para fornecer uma taxa
de resfriamento inicial padrio de 0,20°C/minuto. Apés estocagem por tipicamente 12 a 24 h,
esta amostra foi removida, geralmente a temperatura de 6-8°C, aquecida em banho-maria a
37°C ¢ a motilidade estimada. Dessa forma, uma amostra que poderia se comportar como uma
amostra transportada foi examinada apés o intervalo de tempo proximo daquele entre a
colheita ¢ a realizagdo das inseminagdes. A motilidade progressiva (%) apds a estocagem 10 <
t<13h(1),foide81 £ 17(n=12),75+ 16 (n=10) e 72 + 19 (n = 19) para os garanhoes A,
B e C. Para o intervalo de tempo de 13 < t < 24 h (2), foi de 57 + 20 (n = 10),65+27(n=5)e
70 = 13 (n = 11) para os garanhoes A, B e C. Para o intervalo de tempo de 24 <t <36 h (3)
foide 52+ 12 (n = 12), 51 + 15 (n = 7) € 67 + 16 (n = 17) na mesma ordem anterior. No total,
a motilidade progressiva foi de 76% (n = 38), 64% (n = 26) ¢ 59% (n = 36) para os intervalos
de tempo 1, 2 ¢ 3. Os valores representados acima para motilidade referem-se aos valores de
motilidade progressiva relativa, normalizados para os valores iniciais e estimado apos o
aquecimento das amostras controle nos trés intervalos de tempo estudados.

Os grandes desvios-padrio indicam variagdes dia-a-dia no sucesso da estocagem. Estresse no
garanhdo, por transporte a longas distancias e rigoroso esquema de competigio, foi freqiiente-
mente seguido por decréscimo na longevidade espermdtica. O sucesso de estocagem dos trés
garanhGes variou significativamente: os garanhdes A e B mostraram declinios agudos em rela-
¢80 ao garanhdo C, quando o tempo de estocagem foi aumentado. Isto nio refletiu, entretanto,
na fertilidade dos garanhdes, jd que a fertilidade dos garanhdes A e B no primeiro ciclo foi de
73% e no garanhdo C de 58%.

DOUGLAS-HAMILTON et al. 23 realizaram um trabalho na estagio de monta de 1985 utili-
zando o sémen de quatro garanhes, alojados na Hamilton Farm, para inseminar 105 éguas
com o sémen diluido, resfriado e transportado. As éguas foram distribuidas pelos EUA
(nordeste - 60%; sudeste - 11%; meio-oeste - 18%; Pacifico - 11%) e Canadd, sendo que 37%
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estavam vazias, 23 eram potras e 43 paridas. Foram avaliadas as relagbes entre motilidade
progressiva e velocidade média dos espermatozoides para o sémen fresco e resfriado e a
fertilidade resultante. O sémen foi coletado, diluido a 1:2 no diluidor de minima contaminag¢io
(41) ¢ envazado para transporte de acordo com as recomendagdes de DOUGLAS-HAMILTON
et al. 4. Entretanto, 2,4 x 10° espermatozdides progressivamente méveis, em média, foram
utilizados, envasados em container de transporte capaz de permitir o resfriamento vagaroso
(Equitainer) e transportados para inseminar as éguas. Os valores do primeiro ciclo, para agosto
e setembro, ndo foram significativos por causa do pequeno numero da amostra. A taxa de
concepedo média para o primeiro ciclo foi de 59% e ao final da estagdo de 83%.

Uma amostra foi removida do resto do sémen ndo utilizado no transporte e estocada sob uma
condigdo padrio de resfriamento vagaroso (taxa de resfriamento a 37°C = -0,25 a -
0,3°C/minuto) no laboratério. A temperatura final de 4-8°C foi alcangada apds 10 horas. Apés
24-28 horas a amostra do laboratério foi examinada pela colocagio de uma gota de sémen em
lamina pré-aquecida. Apds o reaquecimento por um minuto, estimou-se a motilidade
progressiva ¢ a velocidade. Tanto a velocidade espermatica quanto a taxa de concepgio
exibiram pico em julho. Concluiu-se que a queda nas caracteristicas fisicas do sémen
(motilidade e velocidade espermaiticas) observado na estocagem apds resfriamento vagaroso
ndo parece afetar a fertilidade adversamente. Para os garanhoes A, B, C e D a fertilidade foi de
68, 61, 35 e 58% para o primeiro ciclo. Ao final da estagiio de monta foi de 93, 72, 70 ¢ 79%,
na mesma ordem anterior.

BLANCHARD @ cita que em trés centros na Franca, utilizando a metodologia proposta por
DOUGLAS-HAMILTON @4), 37 éguas ndo selecionadas foram inseminadas com sémen
resfriado e transportado, com uma taxa de concepgdo de 80% apds dois ciclos estrais.

2.4 Metodologia Francesa

As pesquisas sobre inseminagdo artificial em eqiiinos na Franca foram reiniciados em 1986,
mais de 25 anos apds os estudos de Laplaud, e resultaram em duas técnicas, uma para sémen
fresco ¢ outra para sémen congelado (% 67). Segundo PALMER (69, a primeira inseminagio
artificial comercial na Franga foi realizada em 1980 para cavalos pesados na Bretanha e em
1981 no Stud Nacional Le Pin. A permissdo para realizar a inseminagdo artificial com um
garanhdo na Franga ¢ dada pelo Ministério da Agricultura, de acordo com os critérios
decididos pelo comité do “Studbook” de cada raga. Basicamente, existem quatro casos
diferentes:

1 No Puro Sangue Inglés a inseminagio artificial ¢ proibida;

2 Nos Trotadores Franceses somente o sémen fresco ¢ permitido. A coleta do sémen e
a inseminagdo deveriam ser realizadas na mesma fazenda. O nimero de éguas ser-
vidas ¢ limitada a 100 éguas para registro no “Studbook” Francés e 30 para registro
em “Studbooks” de outros paises;
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Em Anglo-Arabes, Arabes e Sela Francés as mesmas regras se aplicam: desde que
os garanhdes tenham recebido autorizagdo para cruzamento, eles podem ser
utilizados na inseminagdo artificial (sémen “in natura”, fresco diluido ou
congelado). A permissdo ¢ para 100 éguas se 0 indice genético da progénie for >
140 (DC > 0,6), ou se o indice individual for > 150 ou se o garanhdo pertence
Equipe de Salto Nacional francesa. A permissio ¢ para 60 éguas se estes critérios
ndo sdo alcangados.

Nas ragas pesadas todas as técnicas sdo permitidas e a inseminagdo artificial pode
ser feita nos estdbulos das éguas.

As leis definem dois tipo de centros de inseminagdo artificial: a) Centros de Produgéio - podem
coletar, diluir, congelar, estocar ¢ vender o sémen; b) Centros de Transporte - podem
inseminar éguas em suas instalagbes com sémen oriundo dos "Centros de Produgdo” e coletar
seus proprios garanhdes para o uso do sémen fresco na fazenda, dentro de uma hora da

colheita.

2.4.1 Procedimentos Utilizados

1. Selegio de doadores - Nos “studs” nacionais um protocolo padrdo € utilizado para testar os
candidatos para inseminagdo artificial, consistindo de cinco colheitas a intervalos de 24 h,
e avaliagdo dos critérios cldssicos:

a.

b.

Comportamento - tempo do contato & ejaculagio, nimero de tentativas antes da eja-
culagio;

Quantidade de sémen - volume, concentragdo/ml, mimero total de espermatozdi-
des/ejaculado e nimero de possiveis doses;

Qualidade do sémen - nimero de espermatozoides moveis a colheita, apos diluigdo
imediata em leite; apos 24 horas a 4°C e em leite apos 48 horas. Os requerimentos
minimos dependem do mimeto de éguas a ser inseminadas. Entretanto, a motilidade
minima aceitdvel ap6s 24 horas ¢ de 30% nas ragas pesadas e 50% nas ragas leves;

2. As colheitas de sémen séo realizadas a cada 48 horasf") ou 3 a 6 vezes por semana (9);

3. Apos a colheita, o sémen ¢ filtrado, estimada a coﬁéentragﬁo ¢ imediatamente diluido a
32°C para uma concentragio final de 20 x 106 espertnatozdides/ml em leite esterilizado a
ultra-alta temperatura, aquecido a 37°C;

4. O sémen diluido ¢ acondicionado em tubos de vidro de 20 ml ¢7) ou em tubos de 10 ml
(66) que sdo transferidos rapidamente para um refrigerador, com termostato regulado para
4°C. As concentragoes/dose inseminante variam de 400 x 10° (67) 2 200 x 10° (60);

5. As doses sio usadas, a qualquer intervalo da colheita, as 8 h ©7) ou 10 h (66) apds. As
doses remanescentes sio controladas as 24 e 48 h apds a colheita;
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6. A produgdo de um garanhio de raca leve, coletado 3 a 4 vezes por semana ¢ de 50 a 80
doses, isto €, muilo mais que o necessdrio, ¢ as éguas podem ser inseminadas durante todo
o ciclo;

7. No sistema de sémen fresco, as éguas sio rufiadas todos os dias de colheita e as em estro
sdo inseminadas a cada 48 horas até o final do estro ©) ou 3 vezes por semana ©7), sem
observagio dos ovarios nos trabalhos de campo;

8. No caso das racas pesadas, os individuos envolvidos com a inseminagio vao de fazenda
em fazenda num furgdo com o rufido ponei, e todas as éguas em estro sio inseminadas.
Ao contrdrio, nas ragas leves, as éguas vio aos centros de inseminagio para serem
inseminadas;

9. As éguas sdo inseminadas na jungdo dos cornos uterinos com um catéter plistico;

10. O diluidor utilizado ¢ o leite esterilizado a ultra-alta temperatura, com 1,5% de gordura +
50 Ul de penicilina/ml + 50 mg de gentamicina/ml.

2.4.2 Resultados de Fertilidade - Os resultados do “stud” nacional que sio mais conhecidos
(66) apresentam uma taxa de concepgio por ciclo de 45% para as racas pesadas e leves. Esta
percentagem ¢ igual & obtida com a monta natural nas mesmas condigdes. O sémen fresco,
diluido foi utilizado para inseminar 1480 éguas pesadas com um uma taxa de fertilidade por
ciclo e por estagio de 44% (2181) ¢ 82% (1294), respectivamente. Foram necessdrios 1.7
ciclos para alcangar a taxa de concepgio de 82%. De 917 éguas leves inseminadas, 85% (761)
ficaram gestantes, ap6s 1,9 ciclos/égua. A taxa de concepgio por ciclo foi de 45% (1542).

2.4.3 Evolugio da utilizagiio da técnica no campo - Segundo PALMER (59, houve um répi-
do aumento da utilizagéio da técnica de inseminagéo artificial de 1985 a 1988: a) o mimero de
centros aumentou seis vezes (9 para 53); b) o nimero de garanhdes aumentou 3,5 vezes (45
para 167) e ¢) o mimero de ¢guas aumentou seis vezes (1384 para 7021). Dependendo da raga,
a inseminagdo artificial ¢ utilizada em 0% das éguas Puro Sangue Inglés, 2% das Anglo-
drabes, 5% das éguas pesadas, 17% das éguas “Sela Francés” e 19% das Trotadoras.

2.5. Metodologia Alema

A teenologia alema para o resfriamento e transporte do sémen eqiiino diluido foi desenvolvida
apos os trabalhos de TEKIN et al. @9, WITTE (198) HUECK (% ¢ WOCKENER et al. (109),

TEKIN et al. ®® avaliaram o efeito dos diluidores de minina contaminagio @) ¢ de glicina
(99), sobre a motilidade espermatica ¢ morfologia acrossomica dos espermatozéides de trés
garanhoes, apos diferentes periodos de estocagem (6, 24, 36, 48 e 72 h). As amostras diluidas
no diluidor de glicina foram centrifugadas a 800 g por 10 minutos, descartando-se o
sobrenadante (plasma + diluidor) e ressuspendendo o sedimento com o mesmo diluidor, até a
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reconstituigdo do volume original. Amostras diluidas, nos diluidores de leite desnatado-glicose
e glicina, foram fracionadas em aliquotas de 10 ml, armazenadas em tubos de vidro, na
geladeira (+4 a +8°C) ou deixadas 4 temperatura ambiente. No que diz respeito a motilidade
total e progressiva, para os trés garanhdes, as amostras diluidas no diluidor de glicina
mostraram-se superiores as diluidas em leite desnatado-glicose, apos 24 h de estocagem,
independentemente da temperatura de conservagio (temperatura ambiente ou geladeira). Além
disso, o armazenamento por 24 h, dos ejaculados, em geladeira, produziu, sem excecio,
valores de motilidade superiores aos obtidos ap6s a conservagio a lemperatura ambiente.

As percentagens médias de espermatozdides morfologicamente anormais ou com acrossomas
lesados apresentaram um leve crescimento apés 24 h, para os (rés garanhoes. Apenas no gara-
nhéo 3, apds o armazenamento do sémen por um periodo de 24 h na geladeira, houve aumento
significativo do total de espermatozéides com alteragbes morfologicas, quando diluidos no di-
luidor de leite desnatado, em relagio aos mantidos no diluidor de glicina. De resto, com
relagdo 4 morfologia espermdtica, nio puderam ser detectadas diferengas, em relacdo aos
diluidores ou 4s temperaturas de conservagio. Segundo os autores, a dilvigio dos
espermatozdides no diluidor de glicina e o subseqiiente armazenamento em geladeira, deve ser
visto como o mais vantajoso dos métodos testados, em virtude da preservaciao dos valores de
motilidade por um periodo acima de 24 h.

WITTE (9) utilizou nove ejaculados de trés garanhdes para avaliar o efeito de trés diluidores
(I, Merck; II, leite desnatado-glicose e III, glicina) sobre a motilidade progressiva dos
espermatozoides, percentagem de espermatozéides com acrossomas alterados e percentagem
total de espermatozoides anormais, em fungio do tempo (0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108
¢ 120 h). A motilidade para os espermatozdides diluidos nos diluidores I, Il e TT foi de 50,6%,
63,3% e de 67,2%, respectivamente, logo apds a diluigio. Para os diluidores de glicina e de
minima contaminagéio, houve redugio linear da motilidade progressiva dos espermatozdides,
embora o indice de 30% de motilidade s6 fosse alcangado apos 72 horas no diluidor de glicina
¢ apos 24 h no diluidor de minima contaminagio. A redugio da motilidade progressiva dos
espermatozoides no diluidor de Merck apresentou uma evolugao parabolica, ¢ o indice de
motilidade de 30% jd nao foi mais alcangado apés 12 h. Além disso, com relagio a
manutengio da motilidade total, o diluidor de glicina apresentou o valor mais alto. Depois de
120 h de estocagem, a percentagem média de espermatozoides com motilidade progressiva
ainda era de 16%. Em alguns ejaculados, ainda foram descobertos 10% de espermatozoides
moveis apos 18 dias de estocagem, embora menos do que a metade destes apresentassem
movimento progressivo. ‘

As percentagens de espermatozdides anormais situaram-se entre 16,3% e 25%. Nio foi possivel
detectar nenhuma alteragio dos valores médios em relagdo ao tempo de armazenamento. No
que se refere a4 percentagem total de espermatozdides alterados, considerando-se os valores
médios referentes ao tempo, verificou-se que 0 método com o diluidor de glicina apresentou
um valor mais alto (20,9%) do que os apresentados pelo diluidor de Merck (18,1%) e leite
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desnatado (18,7%), embora as diferengas ndo fossem significativas (P > 0,05). A percentagem
total de acrossomas alterados com o diluidor de glicina foi de 1,83% e, com os outros dois
métodos, de 2,78% para cada um deles. Nos trés grupos, os valores se situaram entre 1,25% e
4,13%, ndo havendo diferencas significativas entre eles.

No mesmo experimento, o autor realizou um teste de campo, cujos principais objetivos foram
avaliar a influéncia de trés diluidores (I, Merck; II, leite desnatado e III, glicina) e,
conseqiientemente, do método de preparagio sobre a taxa de concepgio. Além dissso, estudoun
a influéncia da concentragio espermdtica sobre a fertilidade das éguas. Para tal, utilizou o
sémen diluido de dois garanhdes (A e B), no prazo mdximo de 4-6h apés a colheita, para
inseminar 190 ¢ 130 éguas, respectivamente, com concentragdes varidveis, dependendo do
mimero de éguas a serem inseminadas/ejaculado. As taxas de concepgio para os diluidores I, I
e Il foram de 46,58% (75/161), 48,34% (73/151) e 41,48% (56/135), respectivamente (P >
0,05). O indice de concep¢do total para os trés diluidores foi de 45,64% (204/447). Com
relagdo ao garanhdo A, a taxa de concepgaofciclo foi de 44,38% (150/338) ¢ a total de 78,95%
(150/190). Para o garanhio B, foi de 46,43% (78/168) ¢ de 60% (78/130), na mesma ordem
anterior. De um total de 506 ciclos utilizados para os dois garanhdes, obteve-se uma taxa de
concepgdo/ciclo final de 45,06% (228/506) e total de 69,09% (228/320).

Com relagio 4 influéncia da concentragdo espermética sobre a taxa de concepgio, no garanhio
A, foram obtidas taxas de 25% (5/20), 53,3% (8/15), 57,1% (12/21), 38,7% (12/31) e de 42,9%
(12/28) para concentragdes < 250, 250-300, 300-350, 350-500 ¢ > 500 x 106 sptz/dose insemi-
nante. A fertilidade do grupo inseminado com 250 x 10° espermatozéides diferiu (P < 0,05)
da do grupo inseminado com 300 - 350 x 106 espermatozdides progressivamente méveis (25%
x 57,1%). Para o garanhdo B, as taxas de concepg¢do foram de 38,5% (5/13), 54,5% (6/11),
50% (9/18) e 61,5% (8/13) para concentragdes de 250-400, 400-500, 500 e > 500 x 10°, nio
havendo diferengas (P > 0,05) entre elas.

HUECK ©#® utilizou 15 ejaculados de 11 garanhdes de diversas idades, visando estudar o
efeito de dois diluidores (leite desnatado-glicose “1) e glicina ®%) e de trés containers
(Equitainer - modelo americano, Sarstedt - modelo holandés e Celle - modelo alemio; FIG. 3)
sobre a motilidade progressiva e alteragdes acrossomicas dos espermatozdides, em diferentes
intervalos de tempo até 48 h apds a colheita. Além disso, estudou as taxas de resfriamento dos
trés containers utilizados no experimento. No que se refere as taxas de resfriamento dos trés
containers, verificou-se que no modelo “Sarstedt” a temperatura do sémen diluido alcangou, a
curto prazo, valores situados um pouco abaixo de zero (em 10 minutos, —0,3°C) e, depois
aumentou continuamente até alcangar a temperatura ambiente (22,1°C), 26h apés a colheita.
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@_—lrmm DO CONTAINER, DE PVC
% BLOCO DE ISOPOR SUPERIOR

TUBOS UTILIZADOS PARA O ACONDICIONA-
MENTO DO SEMEN

RECIPIENTE DE REFRIGERACAO

BLOCO DE ISOPOR DO MEIO, COM FUROS
PARA O RECIPIENTE DE REFRIGERACAO E
PARA O0S TUBOS UTILIZADOS NO ACONDI-
CIONAMENTO DO SEMEN.

BLOCO DE ISOPOR INFERIOR

BALDE DE PVC

FIGURA 3 - Representagio esquemdtica do Container modelo “Celle”
Fonte: HUECK, 1990.
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No container modelo “Celle”, alcangou-se a temperatura de aproximadamente 5°C apos duas
horas, podendo ser registrado um aumento de temperatura que saiu dos 9°C as 26h para 10°C
is 28h. As 36h, a temperatura alcangou 16,5°C e, as 48 h, 20,5°C. No "Equitainet”, as amostras
de sémen mantiveram uma temperatura constante (+ 5°C) durante todo o experimento (48h).
As taxas de resfriamento anotadas para os containers modelos “Equitainer”, "Celle” e
"Sarstedt” foram de 0,33°C, 0,31°C e de 0,44°C/minuto, respectivamente.

Os containers "Celle” ¢ “Equitainer” apresentaram durante todo o periodo experimental as
mesmas percentagens de espermatozdides com movimento progressivo, independentemente do
diluidor utilizado (leite desnatado-glicose ou glicina). Entretanto, os valores de motilidade
obtidos com o modelo “Sarstedt” sé foram equivalentes aos dos outros containers quando se
utilizou o diluidor de glicina. Neste caso, os valores de motilidade foram mais de 20%
superiores aos do diluente de leite desnatado-glicose. Por outro lado, o tipo de container niao
exerceu nenhuma influéncia sobre a integridade dos acrossomas, embora os valores para os
trés containers tenham aumentado com o tempo de estocagem. Observaram-se, ainda,
diferengas no percentual de alteragdes acrossdmicas entre os diluidores, dentro de cada
container. No modelo "Equitainer”, nio se verificaram diferengas entre os diluidores. No
modelo “Celle”, o percentual de alteragdes acrossdmicas foi maior (P < 0,05) para o diluidor
de glicina no periodo entre 5-8 h de incubagio. As maiores diferengas foram observadas entre
os diluidores no modelo “Sarstedt”, sendo superiores (P < 0,05) para o diluidor de glicina, nos
intervalos 5-8h e 21-24h.

As principais alteragoes acrossomicas, observadas nos espermatozéides diluidos no diluidor de
leite desnatado-glicose, foram a borda apical inchada, borda apical vesicular ¢ acrossoma
solto. Para o diluidor de glicina, foram a borda apical vesicular ¢ o acrossoma solto.
Independentemente do container utilizado, observou-se um crescimento das alteragoes
acrossdmicas com o tempo de incubagio. No total, os espermatozoides diluidos no diluidor de
glicina apresentaram um percentual significativamente superior de acrossomas alterados,
notadamente dos com borda apical vesicular.

WOCKENER et al. (199 estudaram a influéncia da centrifugagdo e de diferentes temperaturas
de conservagio do sémen (temperatura ambiente ou de geladeira), diluido em dois diluidores
(leite desnatado-glicose ou glicina) sobre a motilidade ¢ morfologia dos espermatozdides.
Ap6s 6 horas de estocagem, observaram-se diferencas sensiveis a favor do sémen centrifugado
¢ conservado a + 5°C, no que se refere 4 manutengdo da motilidade progressiva dos esperma-
tozGides. A partir de 24h de estocagem, ocorreram diferengas também quanto a motilidade
total, a favor das amostras centrifugadas e estocadas a +5°C. Apds um armazenamento de 48 a
72 h, as diferengas de motilidade progressiva, entre os tratamentos dados ao sémen,
desapareceram.
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2.6. Metodologia Brasileira

A metodologia brasileira de transporte de sémen foi desenvolvida apds os trabalhos de
PALHARES (%4 63) ¢ SILVA FILHO et al. (81.82,83),

Trabalho 1: PALHARES ¢4

Neste estudo, foram utilizadas 76 éguas e potras da raga Mangalarga Marchador, pertencentes
a diferentes ordens de parto ¢ categorias reprodutivas (potras, éguas solteiras e com “potro ao
pe"), distribuidas ao acaso, em trés tratamentos: TI- Fémeas inseminadas com sémen diluido,
resfriado e transportado (DT) para os haras I e II (n = 30); TI- Fémeas inseminadas com
sémen fresco transportado (FT) para o haras II (n = 8); TIII (Grupo controle) - Fémeas
inseminadas com sémen fresco, sem transporte (ST), no haras Il (n = 38). Todas as
mensuragoes realizadas durante a palpagio retal, visando o controle folicular das éguas,
obedeceram ao sistema métrico proposto por GREENHOF & KENNEY (32), sendo anotados o
nimero e o tamanho dos foliculos, em ficha propria (ANEXO 1). Além disso, anotaram-se os
dados referentes ao comportamento sexual das éguas.

As ¢guas foram inseminadas no corpo do itero, em dias alternados, a partir de um foliculo
com 30-35 mm de didmetro em um dos ovdrios, até a ovulagdo. Quando do retorno ao estro,
foram inseminadas dentro do mesmo grupo a que pertenciam anteriormente. Apds a ovulagio,
registrada em ficha propria (ANEXO 2), programava-se a rufiagdo de retorno, realizada por
um periodo de sete dias, do 15° ao 21° dia apés a ovulagéo. Os diagndsticos de gestagio foram
realizados por palpagio retal aos 17, 25, 30, 40 e 60 dias apos a ovulagdo, visando-se detectar
reabsorgbes embriondrias ou abortos.

Utilizou-se o sémen de apenas um garanhio da raca Mangalarga Marchador, com 5-6 anos de
idade, para inseminar todas as éguas envolvidas no experimento. O reprodutor pertencia a um
condominio de trés haras e era utilizado, em anos anteriores, para cobrir, por monta natural, to-
das as éguas pertencentes ao condominio. Para tal, as éguas eram transportadas dos haras I ¢ II,
por transporte rodovidrio, para o haras III, onde eram cobertas. Os resultados dos anos anterio-
res certificavam que o garanhio era de boa fertilidade.

Para o transporte do sémen diluido ¢ resfriado idealizou-se um container (MSP-1) capaz de
oferecer ao sémen protegio, resfriamento lento e um ambiente isolado termicamente, visando
manter a temperatura, apos estabilizagdo, dentro de limites adequados. O container,
esquematizado na FIG. 4, constituia-se das seguintes partes: a) Caixa de madeira (30 x 22,5 x
20,5 cm) com tampa (30,5 x 23,5 x 8 cm), capaz de oferecer protegdo 4 caixa de isopor
alojada em seu interior durante o transporte; b) Caixa de isopor (28 x 20 x 22,5) com tampa,
necessdria & manutengdo do isolamento térmico do sémen diluido resfriado; ¢) Recipientes de
pldstico de 7 cm de didmetro por 6 cm de altura, nos quais eram colocadas as mamadeiras com
0 sémen; d) Mamadeiras pldsticas para o acondicionamento do sémen.
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O container foi desenhado de modo que as mamadeiras utilizadas no acondicionamento do sé-
men fossem colocadas dentro dos recipientes de pldstico (7 x 6 cm) de modo a evitar o contato
direto com os cubos de gelo, utilizados para o resfriamento do sémen. Assim, apenas a dgua
acrescentada ao container e resfriada lentamente pelo descongelamento dos cubos de gelo en-
trava em contato com as mamadeiras com o sémen diluido, resfriando-o lentamente. A caixa
de isopor fornecia interior essencialmente isotérmico, capaz de manter a temperatura do
sémen diluido e resfriado apds a estabilizagdo e evitar mudangas bruscas de temperatura,
durante o transporte. Finalmente, a caixa de madeira, além de ajudar no isolamento térmico,
fornecia uma prote¢do adequada ao recipiente de isopor durante o transporte, evitando
acidentes com o sémen. Foi utilizado o diluidor lactose-gema, proposto por NAGASE &
NIWA ©%) ¢ modificado pela retirada da glicerina de sua formula original.

As colheitas de sémen foram realizadas em dias alternados durante a estagdo de monta, utili-
zando-se uma vagina artificial modelo Hannover €, como manequim, uma égua em cio,
devidamente contida com peias. O levantamento do nimero de €guas a serem inseminadas no
TI e TII foi realizado no dia anterior & colheita do sémen e, daquelas do TIIL, no préprio dia da
colheita. A seguir, dependendo da quantidade de diluente necessdria para as inseminagoes,
foram retirados do congelador e descongelados & temperatura ambiente frascos de 50 ml do
diluidor lactose-gema, sem glicerina.

As inseminagoes foram realizadas obedecendo-se a seguinte seqiiéncia: a) inicialmente foram
inseminadas as éguas do haras III, com o sémen fresco; b) em segundo lugar, as éguas do haras
II, com sémen fresco, transportado; ¢) em terceiro, foram inseminadas as éguas do haras II,
com o sémen diluido, resfriado e transportado; d) em 1ltimo lugar, foram inseminadas as éguas
do haras I, com o sémen diluido, resfriado e transportado. Para o transporte, utilizou-se o
sémen preparado de duas maneiras. O sémen transportado fresco, sem diluigdo, foi
acondicionado em mamadeira pldstica e armazenado no container sem qualquer tipo de
resfriamento. O sémen diluido foi acondicionado em duas mamadeiras diferentes e
armazenado nos recipientes de pldstico, dentro do container. Em seguida, foram acrescentados
alguns cubos de gelo ¢ dgua & temperatura ambiente, visando o resfriamento do sémen. Apos a
preparagio total dos containers para o transporte, procedeu-se & inseminagio das éguas do
THIL

O sémen diluido ou nio e acondicionado em container especial foi entdo conduzido aos haras 1
e Il a uma distincia de 50 km do local da colheita, por transporte rodovidrio. Durante toda a
estagao de monta, as inseminagdes com sémen diluido foram realizadas em primeiro lugar no
haras II para, em seguida, serem realizadas no haras 1. Chegando aos haras I ¢ II, as éguas
selecionadas no dia anterior foram controladas, para se determinar o estidio de
desenvolvimento folicular ou a

presenga de ovulagdo. Em seguida, retirou-se a mamadeira com o sémen fresco (haras II), que
foi utilizado imediatamente apos avaliagdo de motilidade e vigor. O sémen diluido e resfriado
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a ser utilizado em cada haras (I ¢ II), ainda acondicionado na mamadeira, foi transferido para
um frasco com dgua a 37°C, para reaquecimento do sémen. Apés o reaquecimento, o sémen foi
homogeneizado e reexaminado, em microscépio optico a 200 e 400X, para motilidade e vigor.

DETALME EM CORTE - PERSPEC.
e

FIGURA 4 - Rep! ¢80 esquemdtica do Contai delo MSP-1.
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Apos rigorosa higienizagio do perinco, as éguas foram inseminadas por via vaginal profunda,
utilizando-se pipetas pldsticas descartdveis, acopladas & seringa com o sémen por meio de
manguito. As inseminagdes foram realizadas em dias alternados, a partir de um foliculo com
30-35 mm de didmetro em um dos ovirios, até a ovulagio, com deposigio do sémen no corpo
do itero. Apés as inseminagdes, procedeu-se a avaliagio do sémen residual das pipetas de
inseminagdo. Os dados referentes a operagdo (nome ou nimero da égua, do haras, hordrio da
inseminagdo, volume de sémen utilizado e se pré ou pds-ovulagdo) foram anotados
(ANEXO 3).

Os dados relacionados 4 avaliagdo fisica do sémen e desempenho reprodutivo do garanhdo
durante a estagdao de monta 1986/1987, estdo apresentados na TAB. 1. Os resultados obtidos no
presente experimento, no que se refere as taxas de concepgdo ¢ aos diferentes parimetros re-
produtivos estudados, estdo apresentados nas TAB. 2 e 3.

Como se pode observar na TAB. 2, as taxas de concepgdo ao primeiro ciclo, ndo foram
influenciadas (P > 0,05) pelos tratamentos utilizados. Ao final de quatro ciclos, também néo se
observou qualquer diferenga (P > 0,05) no que se refere 4 taxa de concepgio total (TAB. 3),
que pudesse ser atribuida aos tratamentos. De igual forma, os seguintes pardmetros
reprodutivos ndo foram influenciados (P > 0,05) pelos tratamentos: ciclos/égua, ciclos/égua
gestante, ciclos/prenhez, nimero de 1A/égua, nimero de 1A /égua gestante, nuimero de IA/égua
vazia e eficiéncia de prenhez (TAB. 3). Entretanto, observou-se diferenca (P < 0,05) entre os
tratamentos quanto ao volume utilizado/dose inseminante e quanto ao tempo médio da colheita
a inseminacdo artificial (TAB. 3).

Como jd foi dito, o transporte do sémen de garanhdes entre haras ndo é uma nova opgio de
utilizagio da inseminagéo artificial na espécia eqiiina, podendo ter sido responsdvel, até
mesmo, pelo primeiro relato sobre a inseminagdo artificial no mundo(!V). Apesar disso, a
literatura ¢ escassa e se refere, na maioria das vezes, apenas as taxas de concepgdo totais. Esta
forma de apresentagdo dos resultados impossibilita avaliar, com maior profundidade, a
eficiéncia de sua utilizagio e de estabelecer comparagdes mais eficientes com os dados deste
experimento.

A taxa de concepgdo ao primeiro ciclo, para o sémen diluido em um diluidor lactose-gema de
ovo sem glicerina, resfriado e transportado (TAB. 3), foi de 60% (18/30). Apesar da falta de
controle sobre fatores extremamente importantes para a manutengdo da longevidade das
células espermidticas, tais como taxa de diluigdo, concentragio espermitica, tipo de
envasamento, taxa de resfriamento e temperatura final de armazenamento, obteve-se uma taxa
de concepgdo considerada pela maioria dos pesquisadores como representativa das obtidas em
haras submetidos a um bom manejo reprodutivo.
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TABELA 1 - Avaliagio fisica do sémen e desempenho reprodutivo do garanhdo utilizado na
Estag¢ao de Monta 1986/1987

Varidvel n XS
Volume (ml) 69 110,62 + 28,23
Motilidade (%) 54 68,33 + 9,46
Vigor (0-5) 51 4,76 + 0,36
Numero de éguas inseminadas/ejaculado s 3,93 + 1,44

TABELA 2 - Efeito de diferentes tratamentos sobre a fertilidade de éguas/ciclo

Tratamento
Sémen diluido trans-  Sémen fresco trans-  Sémen fresco sem
portado (DT) portado (FT) transporte (ST)
N2 de Taxa de N2de Taxade N2 de Taxa de
Ciclo ciclos concepgdo ciclos concepgdo ciclos concepgao
(%) (%) (%)
1 30 60,00 8(7N 87,5 38(26) 68,42
(18)2
2 8(5 62,50 s - 8(4) 50,00
3 2(2) 100,00 - - 4(1) 25,00
4 - - - - 333 100,00
Total  40(25) 62,50 8 (D 87.5 53(34) 64,15

# Nuimeros entre parénteses referem-se as éguas que ficaram gestantes.

Para enfatizar a importincia desta taxa de concepgio obtida, notem-se a precariedade do
container utilizado ¢ a proposta inédita da utilizagdo do diluidor de Nagase & Niwa ©8),
modificado, para o transporte do sémen resfriado entre haras. BERGHUIS © utilizou a
metodologia holandesa ¢ obteve uma taxa de concepgio de apenas 36,4% (16/44),
numericamente inferior & obtida no presente experimento. Na metodologia proposta por
DOUGLAS-HAMILTON et al. ?4), as taxas de concepgio ao primeiro ciclo, foram de 65%
(30/46) e 59%, similares as apresentadas aqui. Além disso, foram relatadas pelos autores
diferengas individuais entre os garanhdes.

Ao final de trés ciclos, foram observadas uma taxa de concepgio/ciclo de 62,50% (25/40) e
uma taxa de concepgdo total de 83,33% (25/30), para as éguas inseminadas com o sémen
diluido, resfriado e transportado. Em apenas dois dos trabalhos consultados foi possivel avaliar
a taxa de concepgdo/ciclo, DOUGLAS-HAMILTON et al. @%). de 58,33% (42/72), ¢ PALMER
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©). de 44% (n=2181). Os resultados obtidos no presente experimento aproximaram-se dos
obtidos por DOUGLAS-HAMILTON et al. 24 o foram numericamente superiores aos
apresentados por PALMER (66),

TABELA 3 - Efeito do sémen diluido transportado e do sémen fresco, transportado ou ndo,
sobre alguns parametros de eficiéncia reprodutiva de éguas

Tratamentos

Sémen diluido Sémen fresco Sémen fresco
Parametro transportado transportado sem transporte

(DT) (FT) (8T)
Nimero de éguas 30 8 38
Numero de ciclos 40 8 53
Ciclos/égua 1,33 1,00 1,39
Ciclos/égua gestante 1,36 1,00 1,44
Ciclos/prenhez 1,60 1,14 1,56
Prenhez/ciclo 0,63 0,88 0,64
Ne de 1A /égua 2,07+ 1,16 1,50 + 0,53 2,08 + 0,98
N de IA/égua gestante 2,08 + 0,95 1,57+ 0,53 2,21 + 1,04
N¢ de 1A /égua vazia 2,07 + 1,49 1,00 1,84 + 0,83
Volume utilizado na IA 45,65+19,08% 3225419942 32,75+ 74b

Tempo médio da colheita & IA 86,24 41,892 51,56+ 33,960
(min)
Taxa de concepeio(%) 83,33(25/30)  87,50(7/8) 89.47(34/38)

ab Niimeros dentro de linhas, seguidos por letras diferentes, diferem entre si (P < 0,05)

Os primeiros trabalhos realizados com o sémen transportado de garanhdes, apresentaram taxas
de concepgdo totais variando de 30 a 46% (29, 45, 61, 78, 100, 106), Excegdes a regra foram os
trabalhos desenvolvidos por PARYSEV & PARSUTIN (69) ¢ KRUZKOVA @4, com taxas de
concepgdo de 73,3 a 76,92%.

A taxa de concepgio de 446 éguas inseminadas, dentro de 24 a 72 h apds a colheita, com o sé-
men transportado e utilizando a metodologia holandesa, foi de 70% 4. Em outro
experimento, o sémen transportado de trés garanhdes e utilizado por mais de 72 h apds a
colheita, apresentou taxas de concepedo de 81% (47/58), 100% (4/4) e 100% (6/6) 99,
Utilizando a mesma metodologia, BERGHUIS © ¢ De VRIES (1) descreveram taxas de
concepedo totais de 84% (37/44) e 76% (162/213), respectivamente.

O sistema de transporte de sémen desenvolvido nos EUA foi utilizado © 2324)_ com taxas de
concepedo totais de 91% (42/46), 83% e 80% (30/37), respectivamente. DOUGLAS-HAMIL-
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TON et al. @4 observaram diferengas individuais entre os garanhdes, com taxas de concepgio
de 82% (9/11),91% (10/11) e 96% (23/24) para os garanhdes A, B e C, respectivamente.

Utilizando um sistema de transporte de sémen integralmente desenvolvido na Franga,
PALMER () relata uma taxa de concepgiio total de 82% (n = 1294) para as ragas pesadas,
sendo necessdrios 1,7 ciclos/prenhez.

De certa forma, a taxa de concepgio total obtida no presente experimento, de 83,33% (25/30),
pode ser considerada satisfatoria, principalmente ao se considerar as descritas anteriormente G
9,21,23,66,94,95) de 70% a 83%. Entretanto, foi numericamente inferior s taxas de concepgio
descritas por DOUGLAS-HAMILTON et al. @4), de 91% (42/46), ¢ por VAN DER HOLST
3 que ao utilizar um pequeno mimero de fémeas obteve 100% (10/10). Comparagdes mais
profundas dos resultados obtidos aqui com os apresentados pelos diferentes pesquisadores,
utilizando o sistema de transporte de sémen no mundo, tornar-se-iam perigosas,
principalmente ao se considerar quatro aspectos envolvidos: o pequeno niimero de animais
utilizados, diluidores e containers diferentes e o tempo reduzido da colheita do sémen a
inseminagdo artificial.

Virios diluidores foram utilizados no sistema de transporte do sémen de garanhoes, devendo-
se salientar os seguintes: glicose-sulfato-peptona 2%); leite de égua + 5% de gema de ovo #9);
glicose (7 g) + gema de ovo (0,8 ml) + penicilina (50.000 UI) + dgua (100 ml) (199); Baken 1 ¢
solugio de sacarose a 10% ©1); diluidor de glicina (©-21.94.99); lejte desnatado-glicose - 23.24)
e leite esterilizado & ultra-alia temperatura com 1,5% de gordura 7). As melhores taxas de
concepgido foram obtidas pelos pesquisadores utilizando os diluidores de glicina, de leite
desnatado-glicose ¢ leite esterilizado a ultra-alta temperatura com 1,5% de gordura. Pelos
resultados de fertilidade obtidos neste experimento, no que se refere ao diluidor de lactose-
gema de ovo, modificado pela retirada do glicerol de sua formulagdo, pode-se recomendd-lo
como mais uma alternativa, ao lado das trés mencionadas anteriormente, para diluigdo,
estocagem e/ou transporte do sémen eqiiino.

O tempo decorrido desde a colheita até a inseminagéo artificial para o sémen diluido, resfriado
e transportado, neste experimento , foi de 86,24 = 41,89 minutos e pode ser considerado um
intervalo muito curto, em relagio ao que tem sido relatado na literatura consultada. Assim, em
alguns trabalhos utilizou-se o sémen transportado dentro de um periodo de 2 a 10 h apos a co-
Iheita (61. 67,78, 106) ¢ ouiros, dentro de 24 h 6 24) ou de 48 h (4. 45.106) VAN DER HOLST
4) relatou Gtimas taxas de concepgio para o sémen transportado, utilizado dentro de um peri-
odo de 24 a 72 h apos a colheita (70 a 78%). Surpreendentemente, um pesquisador holandés
obteve uma taxa de concepgio extraordinariamente alta, para o sémen transportado ¢ utilizado
além de 72 h apds a colheita, de 83,82% (57/68) 9.

O sistema de transporte testado neste experimento foi bastante simples ¢ envolveu apenas um
frasco para o envasamento do sémen e o container propriamente dito, representado por uma
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caixa de madeira, protegendo uma caixa de isopor, na qual acondicionava-se o sémen devida-
mente envasado para o resfriamento. Apesar da simplicidade ¢ do baixo custo, foram obtidas
taxas de concepgdo idénticas as demonstradas por outros pesquisadores utilizando containers
bem mais sofisticados.

MILOVANOV G7) estabeleceu que a sobrevivéncia espermitica no sémen diluido era inversa-
mente proporcional ao grau de aeragio. Para que isso fosse conseguido, recomendou o envasa-
mento do sémen em tubos-teste, acondicionamento em containers espermdticos estreitos e eli-
minagio de qualquer agitagio. Através desse procedimento, obtiveram uma taxa de concepgio
de 66,7% em 30 éguas inseminadas, com o sémen estocado por 6 a 8 horas ap6s a colheita.

Todos os trabalhos realizados & procura do melhor container tém sido associados a obten¢do da
melhor forma de envasamento do sémen. Assim, tem-se procurado o envasamento em frascos
ou bolsas pldsticas capazes de permitir a eliminagio de todo o ar presente, a fim de diminuir a
aeragio e a agitacdo do sémen, durante o transporte. No que diz respeito ao container, tem-se
procurado atender as seguintes exigéncias: a) isolamento completo do meio exterior; b) obten-
¢d0 de uma taxa de resfriamento lenta (ideal = -0,33°C/minuto); ¢) manutengio da temperatura
apos a estabilizagdo (4 - 8°C) pelo maior tempo possivel; d) prote¢io do sémen contra atrito; e)
estrutura forte - para permitir o transporte por automoével, onibus, trem ou avido; f) ser
simples, de baixo custo, leve ¢ de fcil manuseio. Em presenga de um diluidor com gema de
ovo (diluidor de Dimitropoulos), as diferencas entre trés containers (Equitainer, Sarstedt e
Celle) quanto & comservagio das caracteristicas de motilidade, desapareceram  (3%),
Possivelmente, na presenga de condigoes estressantes, tais como mudangas bruscas de
lemperaturas e taxas de resfriamento inadequadas, a gema de ovo exer¢a uma prolecao mais
eficiente para os espermatozéides do que as macromoléeulas do leite.

Tal alternativa foi razoavelmente comprovada nos trabalhos 3% 90, 108, 109 pelos resultados
obtidos neste experimento, em que um diluidor com gema de ovo (lactose-gema de ovo
modificado) esteve associado a taxas de concepgdo consideradas satisfatorias, na presenga de
vérias condigdes de estocagem desfavorgveis, dentre clas, merecendo énfase, taxa de dilui¢ao,
tipo de envasamento, taxa de resfriamento, temperatura final de armazenamento, concentragio
espermdtica e modelo do container. Além disso, ¢ razodvel supor que, pelo menos no que diz
respeito ao transporte ¢ utilizagio do sémen dentro de um curto periodo de tempo da colheita a
inseminagdo, como neste experimento, da ordem de 86,24 + 41,89 minutos, as taxas de
concepgio obtidas podem ser mais conseqiiéncia de um diluidor de sémen ideal do que de um
sofisticado container de transporte. Entretanto, vale lembrar que, para o transporte a longas
distancias, todos os fatores capazes de interferir na manutengdo da longevidade espermética
deverio ser considerados.

Um dos aspectos mais surpreendentes deste experimento foi a taxa de concepeao de 87,5%
(7/8), obtida em apenas um ciclo, com o sémen transportado, "in natura”, dentro de um periodo
de 51,56 + 33,96 minutos. A inexisténcia de tentativas similares na literatura nio permite fazer
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comparagdes com oulros trabalhos. Entretanto, vdrios experimentos tém utilizado o sémen “in
natura” para inseminagbes no proprio local de colheita do sémen e que servirio, de certa
forma, na discussio de alguns aspectos relacionados & utilizagdo do sémen “in natura”,
transportado ou ndo para inseminagdo artificial. Acompanhando a taxa de concepgio
satisfatoria obtida com o sémen “in natura” transportado, verificou-se que o sémen “in
natura”, utilizado no proprio local de colheita, foi responsdvel pela taxa de concepgiio, ao
primeiro ciclo, de 68,42% (26/38). Ao final de rés ciclos consecutivos, a taxa de concepgio
por ciclo foi de 64,15% (34/53) e a fertilidade total de 89,47% (34/38) (TAB. 2 ¢ 3).

Alguns pesquisadores citam a manutengdo da motilidade ¢ da habilidade fecundante dos esper-
matozdides no sémen “in natura”. Segundo BOGART & MAYER (19, os espermatozéides do
garanhio, no sémen nio diluido, 1ém pouca resisténcia inerente, quando medida pelo “choque
ao frio”, como indicado pela auséncia de motilidade apds um periodo de estocagem de 24 h e
pela falha dos espermatozdides sobreviverem a um periodo de estocagem de 48 h. Tal fato foi
comprovado por NISHIKAWA ©D_ a0 observar que a motilidade no sémen néo diluido foi boa
apds a colheita (68%), mas decresceu acentuadamente dentro de 24 h para 11,2% e as 48 h
atingiu 2,1%. Em relagdo 4 manutengdo da habilidade fecundante, NISHIKAWA ©D cita que
esta ¢ preservada no sémen ndo diluido por somente uma ou duas horas apds a colheita.

Somente a partir de 1970, o sémen “in natura” foi utilizado novamente nos EUA. Segundo
TISCHNER ©?), as inseminagdes de éguas com o sémen “in natura” deveriam ser realizadas
dentro de no mdximo 30 a 60 minutos apos a colheita, com uma concentragio
espermdtica/dose inseminante de aproximadamente 500 x 10° espermatozoides moveis. A taxa
de concepedo obtida com este método é quase idéntica a obtida com a monta natural. De certa
forma, as taxas de concepgao obtidas para as inseminagdes com o sémen “in natura”
transportado (87,5% - 7/8) ou ndo (68,42% - 26/38), no primeiro ciclo, comprovam as
afirmagdes anteriores de NISHIKAWA ©1) ¢ TISCHNER (2). Além disso, aproximam-se das
apresentadas por MIHAILOV et al. ©%, PACE & SULLIVAN 3) PICKETT et al. 74),
BERGHUIS © de 61,9% a 75%, para o primeiro ciclo, com o mesmo tipo de sémen. Da
mesma forma, o indice de prenhez/ciclo obtida no presente experimento (64,15% - 34/53)
pode ser considerada satisfatdria e similar as obtidas por PICKETT et al. %) - de 71% (22/31)
e PALMER ©7) - de 76% (n = 17) ¢ de 68% (n = 19) para o sémen oriundo de garanhdes
submetidos a duas ¢ a uma colheita de sémen/dia, respectivamente. Além disso, supera
numericamente a taxa de concepgiofciclo de 40% (n=25), apresentada por PALMER ©7) em
outro experimento.

A taxa de concepgdo total de 89,47% (34/38), obtida no presente experimento, reforga os
resultados apresentados para o sémen "in natura” © 49.74) de 85,7% a 92,8%. Sendo, portanto,
numericamente superior as taxas de concepgio apresentadas por PARYSEV & PARSUTIN (69)
¢ VAN DER HOLST ®4), de 60,42 a 74%.
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No que se refere ao volume utilizado/dose inseminante, verificou-se uma diferenga entre os
tratamentos (DT - 46,65 vs ST - 32.75-P < 0,05). Entretanto, ndo se observou diferenca (P >
0,05) entre o volume utilizado no sémen "in natura” transportado e os utilizados nos outros
dois tratamentos, diluido e transportado e no sémen “in natura”, sem transporte. A possivel
explicagdo para tal ocorréncia ¢ que, em virtude do nimero de observagoes ser muito pequeno
(n = 8 no tratamento utilizando o sémen "in natura” transportado), o erro padrao da média é
maior do que os dos outros dois tratamentos (DT - n = 40 ¢ ST - n = 53). Apesar disso, os
volumes inseminantes néo influenciaram (P > 0,05) as taxas de concepgdo obtidas pelos
tratamentos. As discussoes sobre o volume ideal/dose inseminante, nio tém sido uma
constante na literatura consultada, mas jé em 1938, ZIVOTKOV & ZDANOVIC (111,
utilizaram doses de 12 a 60 ml, sendo usuais as de 15 - 25 ml. KEDROV @0 recomendou
doses de 15 a 35 ml ¢ SKATKIN ©6) de 30 a 40 ml. WIERZBOWSKI et al. (196) ¢ HUGHES
& LOY ©9 utilizaram doses de 50 ml. Entretanto, PICKETT et al. ™ demonstraram que o
volume inseminante ndo infuenciou as taxas de concepgio obtidas. Mais recentemente,
BERGHUIS ©) ¢ WITTE (1) utilizaram volumes inseminantes varidveis, dependendo do
mimero de éguas a serem inseminadas por um ejaculado em um determinado dia. Volumes
inseminantes de 5 a 40 ml foram utilizados por BERGHUIS ). Além disso, para o sémen
transportado, DOUGLAS-HAMILTON et al. @4 utilizaram volumes inseminantes de 10-20 ml
no inicio da estagio de monta ¢ de 30 - 50 ml nos dias mais longos, para conseguirem
concentragdes espermdticas de 1,0 - 1,5 x 10° espermatozéides/dose inseminante. Volumes
inseminantes de 20 e 10 ml, foram utilizados, respectivamente, por PALMER (%6 67)_ Apenas
SQUIRES et al. ®8) demonstraram efeitos nocivos de grandes volumes inseminantes. De seus
resultados, percebe-se que volumes de 100 ml ou mais, reduzem a fertilidade.

Os volumes utilizados nos tratamentos DT, FT e ST (TAB. 3) estido dentro dos considerados
ideais (6. 24, 39, 40, 106, 111) No presente experimento, o maior volume inseminante utilizado
(45,65 ml) é aproximadamente a metade do demonstrado por SQUIRES et al. ®8) como
nocivo a fertilidade das éguas. Apesar de nio terem sido determinadas as concentragoes
espermdticas durante o periodo experimental, ¢ de se supor, baseando-se no pequeno volume
de sémen utilizado, que as concentragoes tenham ultrapassado em muito as exigéncias (6. 24, 67,
70,95, 104, 108) para se obter a eficiéncia reprodutiva méxima.

2.6.2 Trabalho 2: SILVA FILHO et al. (82)

Foram utilizadas 65 éguas ¢ potras da raga Mangalarga Marchador, pertencentes a diferentes
ordens de parto e categorias reprodutivas (potras, éguas solteiras e com “potro ao pé"),
distribuidas ao acaso em delineamento fatorial 2x2, envolvendo dois diluentes (Dimitropoulos
e Nagase modificado) e o transporte do sémen para dois haras (I e II).

Durante o periodo de setembro de 1987 a maio de 1988, as éguas foram submetidas ao manejo
reprodutivo descrito por PALHARES (%4, com pequenas variagoes (ANEXO 4). Por este siste-
ma, as éguas foram, independentemente do haras a que pertenciam, rufiadas individualmente,
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com o auxilio de um rufido e palpadas por via retal de trés em trés dias até o inicio do cio efou
a presenga em um dos ovdrios de um foliculo com 25 a 30 mm de didmetro, quando a rufiagdo
¢ palpagdo tornaram-se didrias, até a detecgdio da ovulagdo. As éguas paridas foram rufiadas e
palpadas a partir do quarto dia no pos-parto, diariamente ou a cada trés dias, dependendo do
crescimento folicular apresentado ao primeiro exame, até o inicio do cio ou presenca em um
dos ovidrios de um foliculo com 25 a 30 mm de didmetro, a partir do que os procedimentos
tornaram-se didrios até a ovulagdo. As potras foram controladas por pelo menos um ciclo
regular ovulatério, antes de serem inseminadas.

Utilizou-se o sémen de apenas um garanhao da raga Mangalarga Machador com 6-7 anos de
idade, alojado no haras IIl, para inseminar todas as éguas envolvidas no experimento. Para o
transporte do sémen diluido, resfriado, foi idealizado um container (MSP-2) que permitisse um
resfriamento lento do sémen, com estabiliza¢do e manutengdo da temperatura dentro de limites
adequados.

O container, esquematizado na FIG. 5, consiste essencialmente das seguintes partes:
a) Caixa isotérmica com tampa, modelo “Invicta”, com 47,0 x 27,5 x 31,4 cm;

b) Plataforma inferior, constituida por uma lamina de zinco com 39,3 x 19,8 x 4,2 cm
apresentando seis orificios de 7,7 cm de diametro, distribuidos uniformemente;

¢)  Plataforma superior, constituida por uma lamina de zinco com 42,5 cm de compri-
mento por 23,0 cm de largura, com seis perfuragdes com 7,7 cm de didmetro,
distribuidos uniformemente;

d)  Seis tubos de PVC com 23 cm de comprimento por 7,5 ¢cm de diametro, apresentan-
do orificios de 1,2 cm de diametro, distribuidos eqiiidistantemente nos 8 cm inferio-
res da sua parede lateral;

e)  Travas no fundo dos tubos de PVC, com a finalidade de servir de apoio para as ma-
madeiras com sémen;

f) . Mamadeiras pldsticas para o acondicionamento do sémen.

O container de transporte foi projetado de modo que a caixa modelo “Invicta” fornecesse um
interior essencialmente isotérmico, permitindo a manutengdo de uma temperatura ideal, por
um prolongado periodo, apés sua estabilizagio. As plataformas inferior e superior, servem para
manter os tubos de PVC em posigdo vertical, evitando que as mamadeiras com o sémen tom-
bem durante o transporte. Além disso, os tubos de PVC foram perfurados em sua parede lateral
inferior com orificios de 1,2 cm de didmetro, de modo a impedir o contato direto dos cubos de
gelo com as mamadeiras utilizadas para armazenamento do sémen. Assim, apenas a dgua len-
tamente resfriada pelo descongelamento do gelo entrava em contato com as mamadeiras, per-
mitindo um resfriamento lento do sémen. A utilizagio das mamadeiras para o
acondicionamento do sémen deveu-se principalmente ao fato de nao constituir material téxico



38

as células espermdticas e terem sido testadas criteriosamente, em projetos de pesquisa
anteriores.

Para atingir as caracteristicas ideais de resfriamento e estabilizagdo da temperatura do sémen,
estudou-se exaustivamente uma adequada relagio dgua/gelo, em condigdes de laboratério.
Concluiu-se que estas condigdes eram fornecidas acrescentando-se a quatro litros e meio de
dgua 4 temperatura ambiente (26,97 + 1,28°C), cubos de gelo de trés a trés e meia formas, de-
pendendo da temperatura da dgua, avaliada diariamente antes da colheita.

Foram utilizados dois diluidores de sémen: a) Diluidor de lactose-gema de Nagase & Niwa (°8)
modificado e b) Diluidor de Dimitropoulos 1. 94,95),

No dia anterior as colheitas de sémen, realizadas em dias alternados, procedeu-se ao levanta-
mento das éguas a serem inseminadas com sémen transportado, resfriado, nos haras I e Il e, no
dia da colheita, ao levantamento das éguas a serem inseminadas com o sémen fresco, diluido
ou ndo no haras IIl. Além disso, realizou-se o levantamento do mimero de éguas e dos
tratamentos a que pertenciam. No dia da colheita, dependendo da quantidade de diluente
necessdria para as inseminagdes, frascos de 50 ml de cada um dos diluentes foram retirados do
congelador e descongelados em dgua i temperatura ambiente. Aliquotas de 10 ml de diluidor
para cada égua a ser inseminada foram transferidas para as mamadeiras pldsticas, devidamente
etiquetadas com o nome do diluidor e mantidas em banho maria a 37°C, dentro dos tubos
vazados de PVC, jd descridos anteriormente.

Apés a colheita ¢ avaliagdo fisica do sémen, foram retiradas amostras para avaliagdo da
concentragdo e da morfologia espermatica, feitas posteriormente. A seguir, procedeu-se a
dilui¢éio do sémen a uma taxa de 1:1 (10 ml de sémen + 10 ml do diluidor), para ambos os
diluidores, produzindo doses inseminantes de 20 ml. Todas as amostras foram devidamente
homogeneizadas apos a diluigdo, utilizando-se pipetas de 10 ¢ 20 ml, e reconferidas para
motilidade e vigor.

Para o transporte, foram preparadas de uma a quatro mamadeiras, dependendo dos tratamentos
a que pertenciam as éguas a serem inseminadas naquele determinado dia. Utilizou-se, assim, o
procedimento de uma mamadeira/diluente/haras, para evitar a manipulagido indevida das
fragdes de sémen resfriado com aquecimentos e resfriamentos desnecessdrios, durante o
transporte.

Para o resfriamento e transporte adotou-se um conjunto de normas a serem seguidas, rigida-
mente. Inicialmente montavam-se as plataformas inferior e superior do container. Em seguida,
avaliava-se a temperatura da dgua de torneira de modo a determinar o niimero de cubos de
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gelo a serem acrescentados , transferindo-se para o container quatro litros e meio desta dgua a
lemperatura

ambiente (26,97 + 1,289C). Os tubos de PVC foram entio transferidos junto com o sémen
acondicionado em mamadeiras, do banho maria a 37°C para o container, parcialmente prepa-
rado. Finalmente, cubos de gelo de trés a trés ¢ meia formas de gelo, dependendo da tempera-
tura da dgua, foram acrescentados ao container de forma a fornecer a adequada relagédo
dguafgelo, ideal para o resfriamento e estabilizagéo da temperatura do sémen.

O sémen devidamente diluido ¢ resfriado foi entio conduzido a dois haras, a uma distincia de
50 km do local da colheita, por transporte rodovidrio. Em todas as situagdes, as inseminagdes
foram realizadas em primeiro lugar no haras II, para em seguida serem realizadas no haras 1.
Chegando aos haras I ¢ II, mediu-se a temperatura da dgua do container e do sémen resfriado a
ser utilizado naquele haras, anotando-se os dados em ficha propria (ANEXO 3). Em seguida,
as mamadeiras com o sémen foram transferidas para recipientes com dgua a 37°C, visando o
seu reaquecimento. Apds o reaquecimento, todas as amostras foram homogeneizadas e
conferidas para motilidade e vigor, em microscopio 6ptico, a 100X e 400X.

Durante as inseminagdes, foram empregadas as técnicas de minima contaminagio recomenda-
das por KENNEY et al. #1, bem como a metodologia proposta por PICKETT & BACK (73).

Os resultados obtidos no presente experimento, no que se refere aos efeitos dos haras e dos
tratamentos dados ao sémen sobre as taxas de concepgio e diferentes pardmetros reprodutivos
avaliados estio apresentados nos TAB. 4, 5,6,7,8¢9.

As taxas de concepgdo, ao primeiro ciclo (TAB. 4), ndo foram influenciadas (P > 0,05) pelos
tratamentos utilizados. Apés quatro ciclos, também néo se observou diferengas (P > 0,05) na
taxa de concepgdo/ciclo (TAB. 4 e 5), que pudessem ser atribuidas aos haras ou tratamentos
dados a0 sémen. H4 que se salientar, que mesmo apos a utilizagio do sistema de pontos
proposto por VOSS et al. (193), com a consegiiente utilizagiio da analise de varidncia, ainda nio
puderam ser detectadas quaisquer diferengas entre os tratamentos. Além disso, os parametros
reprodutivos: ciclos/prenhez, prenhez/ciclo, nimero de IA/égua, nimero de [A/égua gestante,
nimero de [A/égua vazia, taxa de concepgio/ciclo e eficiéncia de prenhez (TAB. 5), ndo
foram influenciados (P > 0,05) pelos tratamentos utilizados. Também nio se observou
diferengas (P > 0,05) entre os tratamentos em relagio as concentragdes utilizadas/dose
inseminante, temperatura da dgua no haras I, temperatura da dgua e do sémen no container,
nos haras I e 11 e tempo médio da colheita a inseminagdio (TAB. 5).

Nao havendo interagdes entre haras e diluidores, os resultados foram agrupados (TAB. 6 ¢ 7):
um grupo compreendendo resultados quanto ao efeito de diluidores sobre as taxas de concep-
gdo/ciclo e sobre diferentes parametros reprodutivos, respectivamente. Outro grupo compreen-
dendo os efeitos dos haras sobre as mesmas caracteristicas mencionadas ¢ na mesma ordem
descrita anteriormente (TAB. 8 ¢ 9). Os diluidores nio influenciaram (P > 0,05) as taxas de
concepgdo obtidas no primeiro ciclo (TAB. 6). Ao final de quatro ciclos, também nio se
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observou qualquer diferenca (P > 0,05), no que se refere a taxa de concepgao/ciclo (TAB. 6 e
7). Mesmo com a adogao do sistema de pontos preconizado por VOSS et al. (193), nio se
conseguiu detectar diferengas entre os diluidores (P > 0,05).

TABELA 4 - Efeito de diluidores e haras na taxa de concepgaofciclo de éguas inseminadas
com sémen diluido, resfriado e transportado

Diluidores
Dimitropoulos (I) Nagase modificado (II)
Ciclos  Haras| Haras I Haras I Haras 11
N2 de Taxa de Ne¢ de Taxade N?°de Taxa de N2de Taxa de
ciclos prenhez ciclos prenhez  ciclos prenhez ciclos  prenhez
(%) (%) % %
1 13(7)2 53,85 19%(11) 64,71 14(9) 64,29 19(10 52,63
2 5(1) 20,00 10(6) 60,00 6(0) 0,00 7(4) 57,14
3 6(3) 50,00 2(1) 50,00 2(0) 0,00 3(1) 38,33
4 1(1) 100,00 1(1) 100,00 2(1) 50,00 - -
Total 25(12) 48,00 30(19) 63,33 24(10 41,67 29(15 151772

)

)

* Duas éguas niio ciclaram durante a estagiio de monta

4 Numeros entre parénteses referem-se as éguas que ficaram gestantes
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TABELA 5 - Efeito de dois diluidores ¢ haras sobre diferentes pardmetros da eficiéncia re-
produtiva de éguas inseminadas com sémen diluido, resfriado e transportado

Diluidores
Parametros estudados Dimitropoulos (I) Nagase modificado (II)

Harasl Haras I1 Haras | Haras II
Numeros de éguas 13 19* 14 19
Numero de ciclos 25 30 24 29
Ciclos/prenhez 2,08 1,58 2,40 1,93
Prenhez/ciclo 0,48 0,63 0,42 0,52
Numero de IA/égua 2,00 0,87 2,40 + 0,97 2,25 + 0,90 2,41 + 0,87
Numero de 1A/égua 1,83 £ 0,72 2,47 £0,77 2,30 + 1,06 2,20 + 0,94
gestante
Nimero de IA/égua 2,15+ 0,99 227+ 127 2,21 £0,80 2,64 + 0,74
vazia
Volume utilizado na 20 20 20 20
IA(ml)
Concentragio xlOﬁsptz,f 601,386+236,448 530,658+213,493 595,55+291,220 535,236+173,657
dose inseminante
Temperatura da dgua - 27,34 + 1,28 26,64 + 1,08 26,98 + 1,57 26,99 + 1,20
haras III (°C)
Temperatura da dgua no 9,17 +2,38 7,74 £2,47 8,95 + 1,87 7,39 + 2,45
container (°C) :
Temperatura do sémen 10,34 + 2,25 8,56 + 2,31 9,93 + 1,85 8,37 £2,14
no container (°C)
Tempo médio da 160,92 + 44,61 113,07 + 21,53 166,46 + 43,76 107,63 + 13,58
colheita a IA (min)
Taxa de 48(12/25) 63,33(19/30) 41,67(10/24) 51,72(15/29)
concepgdaofciclo
Eficiéncia de prenhez 4,00 5,60 3,92 4,76

* Duas éguas niio ciclaram durante a estagéo de monta
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TABELA 6 - Efeito de dois diluidores na taxa de concepgéo/ciclo de éguas inseminadas com
sémen diluido, resfriado e transportado.

Diluidores

Dimitropoulos (I) Nagase Modificado (IT)
Ciclos  Nuimero de Taxa de Niimero de Taxa de

ciclos concepgio ciclos concepgao

(%) (%)

1 30(18)2 60,00 33(19) 57,58
2 15(7) 46,67 13(4) 30,77
3 8(4) 50,00 5(1) 20,00
4 2(2) 100,00 2(1) 50,00
Total 55(31) 56,36 53(25) 47,17

# Nimeros entre parénteses referem-se as éguas que ficaram gestantes

TABELA 7 - Efeito de diluidores sobre diferentes parimetros da eficiéncia reprodutiva de
éguas inseminadas com sémen diluido, resfriado e transportado.

Diluidores
Parimetros estudados Dimitropoulos (I) Nagase modificado (II)
Nimero de ciclos 55 53
Ciclos/prenhez 1,77 2,12
Prenhez/ciclo 0,56 0,47
Numero de IA/égua 2,22+ 0,94 2,34 + 0,88
Numero de IA/égua gestante 2,23 + 0,80 2,24 £ 0,97
Numero de I1A/égua vazia 22L+ 1.10 2,43 £ 0,79
Volume utilizado na IA(ml) 20 20
Concentragio (xlOﬁsptz)/dose 559,64 + 224,96 561,50 + 233,16
inseminante
Temperatura da 4gua haras ITI(°C) 26,96 + 1,22 26,98 + 1,37
Temperatura da dgua no container (°C) 8,40 + 2,51 8114232
Temperatura do sémen no container (°C) 935+ 243 9,08 + 2,15
Tempo médio da colheita 4 IA(min) 134,82 + 41,37 134,27 + 42,67
Taxa de concepgaofciclo 56,36(31/55) 47,17(25/53)
Eficiéncia de prenhez 4,87 4,38




TABELA 8 - Influéncia do haras na taxa de concepgio/ciclo de éguas inseminadas com sémen

diluido, resfriado e transportado.

Haras 1

Ciclos Numero
. de ciclos

Taxa de
concepgdo

(%)

1 27(16)2
2 11(1)
3 8(3)

4 3(2)
Total  49(22)

58,33
58,82
40,00
100,00
57,63

# Nuimeros entre parénteses referem-se is éguas que se tornaram gestantes
Duas das 21 éguas apresentaram reabsorgio embriondria e foram re-inseminadas

TABELA 9 - Influéncia do haras sobre diferentes parimetros da eficiéncia reprodutiva de
¢éguas inseminadas com sémen diluido, resfriado e transportado

Parametros estudados Haras 1 Haras II
Numero de ciclos 49 59
Ciclos/prenhez 223 1,74
Prenhez/ciclo 0,45 0,58

Numero de [A/égua 2,12 £ 0,88 2,41 + 091
Nuimero de IA/égua gestante 2,05 £ 0,90 2,35 + 0,85
Numero de 1A /égua vazia 2,19 + 0,88 2,48 + 1,00
Volume utilizado na IA (ml) 20 20
Concentragio (x109%ptz)/dose inseminante 598,36 + 265,048 532,91 + 194,20
Temperatura da dgua haras ITI(°C) 2716 + 1,43 26,81 + 1,14
Temperatura da dgua no container(°C) 9,06 + 2,124 7,56 + 2,44b
Temperatura do sémen no container(°C) 10,14 + 2,052 84622 1b
Tempo médio da colheita & IA(min) 163,63 + 43,822 110,39 + 18,12b
Taxa de concepgio total(%) 81,48(22/27) 94,44(34/36)
Eficiéncia de prenhez 3,96 5,19

ab Numeros dentro de linhas seguidos por simbolos diferentes, diferem ao nivel de 5% de probabilidade (Analise de

Varidncia)
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Assim, as eficiéncias de prenhez de 4,87 ¢ 4,38, obtidas, respectivamente, pela utilizagio dos
diluidores de glicina e lactose-gema de ovo ndo diferiram entre si (P > 0,05). Além disso, ndo
se observou diferenga (P > 0,05) entre os diluidores em relagdo ao nimero de ciclos/prenhez,
prenhez/ciclo, nimero de IA/égua, nimero de IA/égua gestante, nimero de IA/égua vazia,
concentragdo espermdtica/dose inseminante, temperatura da dgua no haras 111, temperatura da
dgua e do sémen no container nos haras 1 ¢ II e tempo médio da colheita do sémen a
inseminagdo artificial.

Possivelmente este é o segundo relato na literatura envolvendo a utilizagdo do diluidor de
Nagase & Niwa %) modificado pela retirada do glicerol, de sua formulagéio original, para o
transporte do sémen resfriado de eqiiinos. As taxas de concepedo obtidas, no primeiro ciclo,
com a sua utilizagdo, foram de 64,29% (9/14) e 52,63% (10/19) para os haras I e II,
respectivamente (P > 0,05) (TAB. 4). Apos o agrupamento dos resultados envolvendo os dois
haras, obteve-se para o mesmo periodo uma taxa de concepgio de 57,58% (19/33) (TAB. 6).

As taxas de concepgdo mencionadas anteriormente, de aproximadamente 60% para o primeiro
ciclo, sdo similares as citadas pela literatura como caracteristicas de haras bem manejados.
Além disso, aproximam-se da obtida anteriormente (60% - 18/30)(%4), para o mesmo periodo,
nvolvendo o sémen diluido em idéntico diluidor (ndo centrifugado), resfriado e transportado
em um container diferente (MSP-1). A escassez de literatura, envolvendo a utilizag¢do desse di-
luidor com tal propésito, limita em muito comparagdes mais profundas. ROMBE (77 obteve
uma taxa de concepgao de 40% para as quinze primeiras inseminagdes com o sémen diluido
em um diluidor de lactose-gema. Quando se adicionou o glicerol ao diluidor a taxa de
concepeio caiu para 29% (4/14) e, apos duas inseminagdes, obteve-se uma taxa de parigdo de
70%.

Apos quatro ciclos, as taxas de coneepedao/ciclo foram de 41,67% (10/24) ¢ 51,72% (15/29)
para os haras I ¢ Il (P > 0,05), respectivamente (TAB. 4). Apés o agrupamento dos resultados
dos dois haras, obteve-se uma taxa de concepeiofciclo de 47,17% (25/53) (TAB. 6),
numericamente inferior a de 62,50% (25/40) obtida em trés ciclos, utilizando o sémen diluido

no mesmo diluidor (ndo centrifugado), resfriado e transportado, em menor tempo (86 minutos)
(64)

Em virtude do delineamento experimental utilizado neste trabalho, néo foi possivel estabelecer
comparagdes com os experimentos utilizando a taxa de concepeio total, como forma de apre-
sentagdo dos resultados. Infelizmente, a maioria dos pesquisadores a tem adotado de maneira
preferencial. Assim, KOTJAGINA et al. 43, ROMBE ('), NAUMENKOVA &
ROMANKOVA %) ¢ LOOMIS et al. ) utilizaram diferentes diluidores lactose-gema de ovo,
com taxas de concepgdo variando de 48% a 71,8%. Estes resultados sdo numericamente



inferiores aos obtidos por PALHARES (%4), para o sémen diluido no mesmo diluidor, resfriado
e transportado (83,33% - 25/30).

As taxas de concepgio obtidas, ao primeiro ciclo, com o diluidor de glicina foram de 53,85%
(7/13) e 64,71% (11/17) para os haras 1 e Il (P > 0,05), respectivamente (TAB. 4). Apds o
agrupamento dos resultados dos haras, encontrou-se a taxa de 60% (18/30) para 0 mesmo
diluidor (TAB. 6). Estes resultados sdo numericamente superiores aos obtidos por BERGHUIS
(©), para o sémen diluido, resfriado e transportado (36,4% - 16/44), no primeiro ciclo.

Ap6s quatro ciclos, as taxas de concepedo/ciclo foram de 48% (12/25) e 63,33% (19/30) para
os haras I e II (P > 0,05), respectivamente (TAB. 4). Apos o agrupamento dos resultados dos
haras, esta taxa foi de 56,36% (31/55) (TAB. 6). Estes resultados sio numericamente
superiores aos apresentados por WITTE (198), de 41,48% para o sémen diluido no mesmo
diluidor e periodo avaliados, embora utilizando um grande numero de ciclos (56/135) e
inseminagoes dentro de no médximo 4 - 6 h ap6s a colheita.

Infelizmente, a maioria dos pesquisadores utilizando o diluidor de glicina tem escolhido a taxa
de concepgio total como a maneira preferencial para a apresentagdo dos resultados. O delinea-
mento experimental utilizado no presente experimento impede, eniretanto, a realizagdo de
comparagdes com os dados apresentados pela literatura. Apesar disso, vale salientar os
excelentes resultados de fertilidade obtidos & 21, 94, 95) de 70% (312/446), 83,82% (57/68),
84% (34/44) e 76% (162/213), respectivamente, para as éguas inseminadas, em sua maioria,
entre 24 e 72 h apos a colheita do sémen.

Apesar do razodvel numero de trabalhos envolvendo o resfriamento do sémen, nio tem sido
apresentado, até o momento, o diluidor capaz de oferecer as melhores condigdes para o resfria-
mento dos espermatozdides do eqiiino, visando a manutengido da motilidade e fertilidade, por
um prolongado periodo. Basicamente, os diluidores tém apresentado macromoléculas da gema
de ovo ou do leite em sua constitui¢do, associadas a agucares (glicose, lactose, frutose,
sacarose) ¢ antibioticos. Dentre os trabalhos que utilizaram diluidores com macromoléculas da
gema de ovo em sua constitui¢do, para o transporte do sémen resfriado vale salientar os de
NISHIKAWA (1), WIERZBOWSKI et al. (199, VAN DER HOLST 4. %5, BERGHUIS © ¢
De VRIES 21, NISHIKAWA ©D qutilizou o sémen de nove garanhoes, diluido na solugdo
Baken I, centrifugado, ressuspendido, resfriado e transportado, para inseminar 102 éguas,
durante dois anos consecutivos. O tempo da colheita do sémen a inseminagao artificial foi de 4
a 10 h, embora, 0 sémen permanecesse no trem por apenas 2 a 4 h. A taxa de concepgao foi de
44,12% (45/102), gastando-se quatro transportes de sémen/concepeio. Um diluidor de glicose
+ gema de ovo foi utilizado por WIERZBOWSKI et al. (1%€) para inseminar 50 ¢guas com uma
taxa de concepgdo de 36%. Recentemente, o sémen diluido em um diluidor contendo glicina +
gema de ovo foi utilizado por diferentes pesquisadores, na Holanda, para inseminar um grande
miimero de éguas, com uma taxa de concepgio de 73,28% (565/771) (621, 94.95),
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Por outro lado, diluidores a base de leite tém sido utilizados por virios pesquisadores para o
resfriamento e transporte do sémen eqiiino (% 23 24. 6, 67, 100) oo (axas de concepgio varian-
do de 39,6 a 91%. O sémen diluido, em um diluidor contendo leite de égua + gema de ovo, foi
transportado por KUHR ©3) para inseminar dez éguas, com uma taxa de concepeio de 30%.
Qutros autores preferiram utilizar diluidores sem macromoléculas em sua constitui¢do. Neste
grupo, estio os trabalhos de GONZAGA @%) ¢ ZARUEV et al. (119 que wilizaram os
diluidores de glicose-sulfato-peptona e de glicose, respectivamente, com taxas de concepeio
de 40 ¢ 90%. Em outro grupo de trabalhos, utilizando o sémen transportado, os autores nio
mencionaram o diluidor utilizado. Assim, PARYSEV & PARSUTIN (69), KRUZKOVA @4 ¢
SCHAFER (%) obtiveram taxas de concepgio de 73,3, 75 e 46%, respectivamente.

De maneira geral, os diluidores mais utilizados, no presente, para o transporte do sémen
eqiiino resfriado, tém sido o de leite desnatado-glicose ¢ o de glicina. As taxas de concepgio
obtidas neste experimento refor¢am os resultados obtidos na Holanda, com o diluidor de gli-
cina, por vdrios pesquisadores. Comparando-se os resultados apresentados pelos autores men-
cionados anteriormente, com os do presente experimento, pode-se recomendar também o dilui-
dor de lactose-gema de ovo modificado, como mais uma opgdo para diluir o sémen a ser resfri-
ado, estocado efou transportado. Esta recomendagdo se dd principalmente pela similaridade
dos resultados encontrados neste experimento com os dois diluidores (TAB. 4, 5, 6, 7,8 ¢9),
Além disso, hd de se mencionar os experimentos realizados “in vitro” por TEKIN et al. (00,
WITTE (19%), HUECK %) ¢ WOCKENER et al. (109), apresentando uma superioridade do
diluidor de glicina, quando comparado ao de leite desnatado-glicose, no que diz respeito a
manutengdo das caracteristicas de motilidade ap6s diferentes periodos de estocagem.

As concentragdes utilizadas por dose inseminante nio diferiram (P > 0,05) entre os
tratamentos, variando de 530,658 + 213,493 x 10° a 601,386 + 236,448 x 10° (TAB. 5). O
agrupamento dos resultados dos diluidores (TAB. 7), independentemente do efeito do haras,
ndo alterou tal situagio, resultando em concentragoes similares (P > 0,05) para os diluidores de
glicina (559,64 + 224,96 x 10% e de lactose-gema de ovo (561,50 =+ 233,16 x 106
espermatozoides moveis/dose inseminante). Por outro lado, como se pode observar na TAB.
9, quando os dados dos dois haras foram agrupados, independentemente do diluidor, as
concentragoes/dose inseminantes utilizadas no haras I (598,36 + 265,04 x 10% foram
superiores (P < 0,05) as utilizadas no haras II (532,91 £ 194,20 x 10° espermatozdides
moveis/dose inseminante). Entretanto, as concentragées ndo influenciaram (P > 0,05) os
resultados de concepgiio obtidos nos diferentes tratamentos CCABG S0 Ta e45.9)%
independentemente do haras e do diluidor utilizado.

A partir de 1970, tem sido demonstrado por intimeros pesquisadores que as taxas de concepgio
estdo mais ligadas a uma concentragio espermatica ideal por dose inseminante, do que ao vo-
lume de sémen utilizado. Assim, PICKETT et al. ) demonstraram que volumes tdo pequenos
quanto 0,6 ml de sémen podem resultar em Stimas taxas de concepedo, desde que contenham
um nimero minimo de 100 x 10° espermatozdides moveis/dose inseminante. Além disso, PA-



CE & SULLIVAN (63) conseguiram aumentar a taxa de concep¢do no sémen congelado
quando a concentragio espermdtica mudou de 40 x 10° para 80 x 10° espermatozoides/dose
inseminante. Entretanto, um posterior aumento para 160 x 109 espermatozdides/ dose
inseminante ndo foi acompanhado por taxas de concepgio superiores. As concentragdes ideais
para a obten¢io da mdxima eficiéncia reprodutiva, em eqiiinos, ndo tem recebido uma
unanimidade entre os diferentes pesquisadores. A literatura, envolvendo o tema em questo,
além de escassa, ¢ conflitante. Concentragdes de 50 x 10° espermatozéides/dose inseminante
foram associadas a taxas de concepgio inferiores (P < 0,05) as obtidas com concentragdes de
500 x 10° espermatozdides/dose inseminante, em dois experimentos em que se realizou tal
comparagio (37.72),

Concentragdes de 100 ou 500 x 10° espermatozdides/dose inseminante foram comparadas por
PICKETT et al. 7% 72) ¢ DEMICK et al. 2). Em nenhum dos trés experimentos observou-se
diferengas entre as taxas de concepgio obtidas com as duas concentragdes, quando o sémen foi
utilizado imediatamente apds a colheita ou no maximo apds 2 h de estocagem. Porém, em con-
digdes estressantes tais como: diluidores inadequados, ricos em ions H* (79), adigdo de glicerol
ao diluidor 2. 70, oy resfriamento e estocagem do sémen, por um longo periodo ?2), as con-
centragdes espermdticas/dose inseminante de 500 x 10° resultaram em taxas de concepgio su-
periores (P < 0,05) is obtidas com concentragdes de 100 x 106, Os efeitos do mau diluidor, do
glicerol, da estocagem e do baixo mimero de espermatozdides foram aditivos e todos esses
efeitos explicam os resultados inferiores obtidos pelos autores mencionados acima, quando se
utilizou a menor concentragio. Outros pesquisadores @m comparado as taxas de concepgio
obtidas com concentragdes de 250 vs 500 x 10° espermatozdides/dose inseminante 7% ou de
200 vs 400 x 10° espermatozoides/dose inseminante (©7), sem se observar diferengas (P > 0,05)
entre elas. Mais recentemente, WITTE (198) verificou que a taxa de concepgio das éguas inse-
minadas com menos de 250 x 10° espermatozoides foi inferior (P < 0,05) a das éguas insemi-
nadas com 300-350 x 10° espermatozoides/dose inseminante. Finalmente, PICKETT et al. 70
recomendam uma concentragdo de 500 x 10° espermatozdides méveis/dose inseminante para
se obter uma médxima eficiéncia reprodutiva.

No que se refere ao sémen diluido, resfriado e transportado, as recomendagdes sobre a concen-
tragdo ideal/dose inseminante sdo mais controvertidas e escassas do que as encontradas para o
sémen "in natura” ou diluido. Além disso, nenhum estudo foi realizado para comparar o efeito
de diferentes concentragdes esperméticas sobre a fertilidade das éguas inseminadas, com o
sémen transportado. Concentragdes de 200, 400, 450 ¢ 500 x 10° espermatozoides/dose
inseminante foram utilizadas © 21. 66.. 67) Al¢m disso, BERGHUIS (© salienta que como a
motilidade do sémen transportado variou de 60 a 75%, o nimero minimo de espermatozdides
utilizados/dose inseminante foi de 270 x 10°. Entretanto, De VRIES @1 recomenda uma
concentragdo minima de 400 x 10° espermatozdides moveis/dose inseminante, para o sémen
transportado na Holanda.
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Concentragbes muito acima das citadas anteriormente foram utilizadas em dois outros
trabalhos envolvendo a denominada “metodologia americana de transporte de sémen”. No
primeiro caso, DOUGLAS-HAMILTON et al. @4 utilizaram concentragoes de 1 a 1,5 x 10°
espermatozdides/dose inseminante na expectativa de que 50% dos espermatozéides morressem
durante o transporte. Assim, apenas 500 a 750 x 105 espermatozéides méveis seriam
verdadeiramente utilizados por dose inseminante. Em outro experimento, DOUGLAS-
HAMILTON et al. @ recomendaram concentragdes ainda maiores, de 24 x 109
espermatozéides moéveis/dose inseminante, para o sémen transportado, utilizando a mesma
metodologia.

A concentragdo média total utilizada no presente experimento foi de 560,581 + 228,661 x 10°
espermatozdides méveis/dose inseminante. Esta concentragdo aproxima-se das citadas por
PALMER (67), BERGHUIS ©) ¢ De VRIES @), bem como da recomendada por PICKETT et
al. 7% para se obter a méxima eficiéncia reprodutiva quando se utiliza o sémen “in natura” ou
fresco, diluido. Por outro lado, estd muito aquém das mencionadas por DOUGLAS-HAMIL-
TON et al. @ 24), No entanto, a utilizagio de concentragdes tio altas como as citadas por
estes iltimos autores reduz em muito o nimero de éguas inseminadas por ejaculado e
consequentemente o rendimento de um garanhdo em uma determinada estacdo de monta.
Tomando como exemplo o desempenho do garanhdo utilizado neste experimento, pode-se
observar que cada ejaculado daria para inseminar de 2 a 3 éguas, se concentragoes de 2.4 a 1,5
x 10° espermatozéides méveis/dose inseminante fossem utilizadas, respectivamente.
Entretanto, seguindo as recomendagoes de PICKETT et al. 7%, PALMER (67), BERGHUIS ©
e De VRIES @1, seriam inseminadas, em média, dez éguasfejaculado, com o sémen

transportado.

A taxa de diluigdio do sémen ¢ uma varidvel associada a concentragdo espermadtica/dose
inseminante, devendo sempre ser considerada, quando se pretende estocar o sémen, por um
prolongado periodo de tempo, na tentativa de manter caracteristicas de motilidade e fertilidade
dos espermatozdides. Isto tem sido utilizado pela maioria dos pesquisadores para reduzir os
efeitos nocivos do plasma seminal sobre os espermatozéides, principalmente quando se
pretende resfriar, armazenar efou transportar o sémen a longas distincias. Além disso, tem
sido um método alternativo & colheita fracionada ou a centrifugacdo do sémen. A taxa de
diluigdo ideal para o sémen do garanhdo ainda requer maior ntimero de estudos. Embora a
preocupagio com o tema ndo seja um fato novo, apenas recentemente um experimento bem
delineado foi realizado ). Se por um lado existe a necessidade de se diluir o sémen, visando
reduzir o efeito nocivo do plasma seminal sobre os espermatozodides, por outro, sabe-se que o
excesso de diluigdo provoca o impedimento da viabilidade espermadtica, principalmente
quando a concentragdo se situa abaixo de 20 x 100 espermatozoides/ml. No presente
experimento, utilizou-se uma taxa de diluigio de 1:1. Esta taxa ¢ bem inferior ds
recomendadas 43 5% 67) para a maxima sobrevivéncia espermitica (1:3 a 1:25). Entretanto,
CLAY etal. (19) ¢ SQUIRES et al. #8) ém estabelecido que excessiva diluigéo do sémen leva
a uma redugdo da viabilidade espermidtica. Além disso, tem sido demonstrado que a adicdo de
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compostos tais como macromoléculas do leite, da gema de ovo, séricas e dlcool polivinilico
aumentam, notavelmente, a resisténcia espermdtica aos efeitos deletérios de uma alta taxa de
diluigdo.

A concentragio espermética por ml do sémen diluido variou em fungio da concentragio esper-
matica do ejaculado, em virtude de se manter fixo o volume de sémen “in natura” utilizado por
dose inseminante. Considerando-se a concentragao média total utilizada no presente experi-
mento, de 560,581 + 228,661 espermatozoides moveis/dose inseminante (20ml), pode-se
observar que a média satisfaz, grosseiramente, os 25 x 106 espermatozoides/ml recomendados
por VARNER et al. %) como ideais, para a manutengio da motilidade méxima, por um
prolongado periodo de tempo. Entretanto, o grande desvio padrio observado (228,661 x 109)
indica que, na maioria das vezes, a taxa de diluigdo e conseqiientemente a concentragio
espermdtica/ml do sémen diluido foram subdtimas, principalmente se forem consideradas as
recomendagdes preconizadas (3. 34, 67. 96) Neste sentido, infelizmente, em nenhum dos
estudos envolvendo o transporte do sémen resfriado, observou-se qualquer preocupacio dos
autores. A maioria deles sequer menciona a taxa de diluigio utilizada, que foi de 1:1 a 1:6 3.
24, 106). A concentragdo espermatica no sémen diluido 1:1, utilizado por HUECK %), foi
subdtima (50 x 10 espermatozoides/ml). Possivelmente, as concentragoes/ml do sémen
diluido mais proximas das recomendadas por VARNER et al. ®9), foram as utilizadas por
PALMER (6,67), de 20 x 10° espermatozéides.

O sistema de transporte utilizado neste experimento, embora simples, foi mais adequado do
que o utilizado por SILVA FILHO et al. ®2), O sistema envolveu frascos para o envasamento
do sémen ¢ um container isotérmico (MSP-2) no qual acondicionava-se o sémen, apos o
envasamento, para o resfriamento e transporte. Procurou-se através de uma adequada relagdo
dgua:gelo, fornecer uma taxa de resfriamento lenta, até a temperatura de estabilizagdo. Infeliz-
mente, nao foi possivel mensurd-la. Por outro lado, avaliaram-se as temperaturas finais
alcangadas pela dgua ¢ pelo sémen diluido, nos dois diluidores (glicina ¢ lactose-gema), nos
dois diferentes haras (I ¢ II). Como se pode observar na TAB. 5, nio se verificou quaisquer
diferencas (P > 0,05) quanto & temperatura da dgua e do sémen no container,
independentemente dos haras e dos diluidores utilizados. Da mesma forma, quando se
agruparam os resultados dos diluidores, independentemente dos haras (TAB. 7), também nio
se observou diferenga (P > 0,05) entre os diluidores (glicina e lactose-gema de ovo), no que se
refere & temperatura da dgua e do sémen no container.

Por outro lado, quando os dados dos dois haras foram agrupados, independentemente dos
diluidores (TAB. 9), observaram-se diferengas (P < 0,05) entre eles. As temperaturas da dgua e
do sémen no interior do container, no haras I (9,06 + 2,12 ¢ 10,14 + 2,05) foram superiores (P
< 0,05) as observadas no haras II (7,56 + 2,44 ¢ 8,46 + 2,21). Pode-se observar que a
temperatura do sémen foi de aproximadamente 1°C a mais em relagio & temperatura da dgua
no container, independentemente do haras e do diluidor (TAB. 5, 7 ¢ 9). A reducéo da
temperatura tem sido 0 meio mais pritico e econémico utilizado para diminuir as reagdes
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quimicas e a motilidade, com conseqiiente prolongamento da viabilidade espermdtica. Além
disso, temperaturas de 0 a 10°C tém sido utilizadas na maioria dos trabalhos como
preferenciais para a estocagem do sémen, em virtude de serem mais baratas e fdceis de serem
atingidas. Parece existir, ainda, uma grande relagio entre a taxa de resfriamento, temperatura
final de armazenamento e duragdo da estocagem, no que diz respeito a manutencgio da
motilidade e fertilidade do sémen eqiiino diluido, resfriado e transportado ou ndo. De maneira
geral, tem-se observado que quanto maior a duragio da estocagem pretendida, mais vagarosa
deveria ser a taxa de resfriamento e menor a temperatura final de armazenamento. Dentro
desse contexto, procurou-se em primeiro lugar, neste experimento, idealizar um container que
permitisse um resfriamento lento do sémen, para evitar "o choque pelo frio” e, que permitisse a
manutengio da temperatura apés a estabilizagdo, por um longo periodo.

Como jd mencionado, ndo foi possivel mensurar a taxa de resfriamento utilizada. Entretanto,
pode-se observar, no TAB. 9, que o container utilizado (MSP-2) nao forneceu o isolamento ne-
cessdrio para a manutengio de uma temperatura uniforme, apos a estabilizagdo. Assim, houve
uma elevagio das temperaturas da dgua e do sémen no container com o aumento do tempo de
estocagem. No haras II, apés uma estocagem por 110,39 + 18,12 minutos, a temperatura da
dgua ¢ do sémen no container foi de 7,56 + 2,44°C e 8,46 + 2,21°C, respectivamente.
Entretanto, no haras I, houve um aumento (P < 0,05) das temperaturas da 4gua (9,06 + 2,12°0)
e do sémen (10,14 + 2,05°C), apés um tempo médio da colheita & inseminagio de 163,63 +
43,82 minutos, traduzindo um isolamento inadequado do container, do meio exterior.
Diferentes containers, com variados graus de refinamento e complexidade tém sido propostos
pelos diferentes autores utilizando o sémen diluido, resfriado e transportado de eqiiinos. J4 em
1939, MILOVANOV et al. %% proposeram a utilizagio de containers estreitos ¢ tubos teste,
para o transporte do sémen, de forma a evitar que este fosse agitado. Para 30 éguas
inseminadas com o sémen assim preservado por 6 a 8 h obtiveram uma taxa de concepgao de
66,7%, que foi de 70% para outras 30 éguas inseminadas no grupo controle com o sémen
fresco. NISHIKAWA (1) utilizou o sémen preservado pelo método Baken I ¢ acondicionado
em uma garrafa térmica, a 4°C, para o transporte. Durante dois anos, inseminou 102 éguas
apos 4 a 10 h da colheita e, obteve uma taxa de concepedo de 44,12% (45/102), gastando-se
em média, quatro transportes por concepgao.

Um container especial (Equitainer) foi proposto por DOUGLAS-HAMILTON et al. 24), capaz
de oferecer ao sémen uma taxa de resfriamento vagarosa (-0,3°C/minuto) com estabilizagio
em uma temperatura de 4-6°C, alcangada apos aproximadamente 10 horas e mantida por mais
de 36 h. Taxas de concepgio de 91% (42/46), 83% (87/105) e 80% (30/37) foram relatadas ©:
2. 24, com a utilizagio do Equitainer ¢ da metodologia desenvolvida por DOUGLAS-
HAMILTON et al. @4, Um container pequeno, isolado termicamente ¢ pré-resfriado (Modelo
Sarstedt) tem sido utilizado na Holanda para o transporte do sémen eqiiino diluido e resfriado a
5°C. Taxas de concepgdo de 70% (312/446), 83,82% (57/68), 84% (34/44) ¢ 76% (162/213)
foram obtidas por VAN DER HOLST (4. 9 BERGHUIS © e De VRIES @D,
respectivamente, utilizando o sémen transportado nesse container, segundo metodologia
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proposta por VAN DER HOLST ©®4), com as éguas inseminadas, entre 24 ¢ 72 h apds a
colheita.

Apesar das limitagdes mencionadas anteriormente, principalmente no que se refere ao isola-
mento inadequado e falta de controle sobre a taxa de resfriamento, o container MSP-2 foi
eficaz para a manutencdo da capacidade fecundante dos espermatozoides. Como se pode
observar na TAB. 9, as taxas de concepgio totais para os haras I e II ndo diferiram (P > 0,05) e
foram de 81,48% (22/27) e de 94,44% (34/36), respectivamente, apos quatro ciclos (TAB. 8).
Agrupados os resultados dos dois haras, obteve-se uma taxa de concepgio de 88,89% (56/63).
Os resultados obtidos neste experimento com o uso do sémen diluido, resfriado e transportado
no container MSP-2, dentro de no médximo 6 h da colheita, sio compativeis com os resultados
apresentados (6 21,23, 24,94,95) embora utilizando containers mais sofisticados e duragoes mais
longas de estocagem do sémen. Entretanto, superam numericamente os resultados
apresentados por MILOVANOV et al. 63 ¢ NISHIKAWA ©1),

Recentemente, HUECK %) estudou o efeito de dois diluidores (leite desnatado-glicose e glici-
na) ¢ trés containers (Equitainer, Sarstedt e o novo modelo Celle), utilizados no transporte do
sémen eqiiino diluido e resfriado, sobre a motilidade progressiva e alteragoes acrossomicas, a
diferentes intervalos de tempo até as 48 h. Além disso, verificou a taxa de resfriamento de
cada container, bem como a capacidade de isolamento do meio exterior, através da
manutengio de uma temperatura uniforme apos a estabilizagdo, durante o periodo de duragdo
do experimento (48 h). As taxas de resfriamento foram de -0,33°C/min, -0,31°C/min ¢ de
0,44°C/min para os modelos Equitainer, Celle e Sarstedt, respectivamente. No modelo
Sarstedt, a temperatura alcangou -0,3°C em cerca de dez minutos, 7°C 4s 12 h, 13,2°Cas 14h e
a temperatura ambiente (+ 21,8°C) apds 26 h de estocagem. No modelo Celle, a temperatura
de aproximadamente 5°C foi alcangada ap6s 2 h de estocagem, 7,5°C as 12 h, 8°C as 14 h, 9°C
as 26 h,_16,5°C as 36 h e as 48 h alcangou os 20,5°C. No Equitainer, ao contrdrio, as amostras
de sémen diluido mantiveram durante toda a durac¢éo do experimento (48 h) uma temperatura
constante de +5°C. No que se refere 4 manutengdao da motilidade progressiva, ndo foram
registradas diferengas entre os diluidores_ quando as amostras foram conservadas nos containers
Celle ¢ Equitainer. Entretanto, no container Sarstedt, associado a uma taxa de resfriamento
subdtima e isolamento inadequado do meio exterior, observou-se uma diferenca significativa a
favor do diluidor de glicina, apresentando gema de ovo em sua formulagio.

A capacidade de isolamento do container MSP-2, utilizado neste experimento foi inferior & dos
irés containers utilizados por HUECK %), Tanto assim ¢, que a temperatura da dgua e do
sémen no interior do container (TAB. 9) foram alteradas (P < 0,05), em fung¢do do tempo de
cstocagem. Apoés 110,39 + 18,12 minutos, as temperaturas da dgua ¢ do sémen no haras II
foram de 7,56 + 2,44 ¢ 8,46 + 2,21, respectivamente. No container Sarstedt, considerado o de
pior isolamento, uma temperatura similar para o sémen foi alcangada somente entre 12 ¢ 14 h
de estocagem; no modelo Celle entre 22 ¢ 24 h ¢ no modelo Equitainer ndo foi alcangada
sequer ao término do experimento. Apés 163,63 + 43,82 minutos de estocagem, as
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lemperaturas da dgua e do sémen no haras I foram de 8,46 + 2,21 ¢ de 10,14 + 2,05,
respectivamente. No container Sarstedt, uma lemperatura similar para o sémen sé foi
alcangada entre 12 ¢ 14 h (7°C a 13,2°C); no modelo Celle entre 28 ¢ 30 h de estocagem e no
modelo Equitainer nio foi atingida, nem ao final do experimento (48 h).

Infelizmente, o experimento realizado por HUECK @®) ndo envolveu a inseminagdo de éguas,
0 que de certa forma, limita comparagdes mais abrangentes. Hd que se observar, entretanto,
que os containers Sarstedt ¢ Equitainer foram associados a taxas de concepgdo satisfatorias
quando utilizados, de forma isolada, por outros pesquisadores. E interessante salientar, neste
momento, que o Equitainer sempre esteve associado a um diluidor de leite desnatado-glicose
quando de sua utilizagio % 23, 24); enquanto, o container Sarstedt esteve sempre associado ao
diluidor de glicina, D-11 ou Dimitropoulos, com gema de ovo em sua formulagdo (6. 21,94, 95)
De certa forma, as macromoléculas da gema de ovo podem ter sido responsdveis pela protegao
dos espermatozéides nas condigdes subotimas de estocagem, fornecidas pelo container
Sarstedt ¢ descritas anteriormente. Tal afirmativa, pode ser razoavelmente comprovada no
estudo de HUECK ©%), em que o diluidor de glicina foi superior ao de leite desnatado no
container Sars-tedt, para a manutengio da motilidade progressiva, mas ndo nos outros dois
containers (Equitainer e Celle). Além disso, BOGART & MAYER (19 demonstraram que um
* fator ou fatores da gema de ovo, possivelmente a fragio lipoprotéica de baixa densidade (17.
27), podem proteger os espermatozoides de mudangas bruscas de temperatura ¢ condig¢des
ambientais adversas, tais como alteragdes de PH, pressdo osmdtica e presenga ou actmulo de
substincias téxicas do metabolismo espermitico.

Mais recentemente, TEKIN et al. ©® ¢ WITTE (198) verificaram que os valores de motilidade
foram superiores nos espermatozéides mantidos no diluidor de glicina quando comparados aos
das amostras conservadas no diluidor de leite desnatadado-glicose, independentemente da
temperatura de conservagdo [ambiente (20-22°C) ou 5°C]. Além disso, TEKIN et al. 0
verificaram que todos os ejaculados mantidos a 5°C (geladeira) apresentaram uma motilidade
progressiva superior a dos conservados & temperatura ambiente, de 20-22°C,

As condigdes desconhecidas de resfriamento e inadequadas de estocagem no container MSP-2
podem ter sido, pelo menos parcialmente, contrabalangadas pelos diluidores utilizados, com
20% de gema de ovo em sua formulagdo. Tal afirmativa encontra respaldo nos trabalhos
mencionados anteriormente. Sendo assim, nio nos causa surpresa as boas taxas de concepgio
obtidas com o diluidor de glicina e de lactose gema de ovo (TAB. 4, 5,6, 7, 8 ¢ 9), nem a
auséncia de diferengas (P > 0,05) entre eles (TAB. 6 ¢ 7). Possivelmente, os resultados de
concepgdo obtidos com o sémen transportado por um curto periodo de tempo, como no
presente experimento (inferior a 6 h), estejam mais associados a qualidade dos diluidores
utilizados do que ao refinamento e complexidade dos containers.

Um outro fator importante a ser acrescentado aqui, foi o tipo de envasamento do sémen, em
mamadeiras plésticas. Esta forma de envasamento foi considerada inadequada, em virtude de
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permitir um grande actimulo de ar no espago sobre o liquido, gerando uma inadequada relagio
0,[CO5, além de proporcionar uma agitagio desnecessdria do sémen. A preocupagdo com a
forma de envasamento do sémen a ser transportado, ndo ¢ um fato novo. MILOVANOV et al.
(33) demonstraram que a sobrevivéncia espermdtica do sémen diluido é inversamente proporci-
onal ao grau de aeracdo. Recomendaram, ainda, o envasamento do sémen em tubos teste, em
containers estreitos, para evitar a agitagio do mesmo. HEISKANEN et al. (33 realizaram
vadrios experimentos no sentido de identificar as condigoes ideais para a estocagem do sémen
eqiiino, por um periodo de 24 h. Quanto ao envasamento, verificaram que a utilizagio de
bolsas pldsticas com eliminagdo total do ar foi superior a uma atmosfera com 95% de O, + 5%
de CO; e, muito superior, & presenga de ar dentro das bolsas.

As temperaturas finais de armazenamento do sémen utilizadas no presente estudo, foram de
8,46 + 221°C e de 10,14 + 2,05°C para os haras Il ¢ I (P < 0,05), respectivamente.
Temperaturas finais de 2-5°C, 4°C, 5°C, 4-6°C, 4-8°C e 4°C foram utilizadas, respectivamente,
por VLACHOS & PASCHALERI (190) NISHIKAWA ©0 VAN DER HOLST 9,
DOUGLAS-HAMILTON et al. @4, DOUGLAS-HAMILTON et al. 33) ¢ PALMER 9, para
o sémen diluido, resfriado e transportado utilizando-se diferentes metodologias. No que se
refere aos trabalhos "in vitro”, utilizando o sémen estocado e avaliagdes de caracteristicas de
motilidade como ponto final, a literatura tem sido discordante quanto as temperaturas finais de
armazenamento mais adequadas. Temperaturas de 4-8°C tém sido apontadas como ideais,
quando comparadas as de 7°C a 38°C ©. 37. 61, 90, 97) Alguns autores observaram que
temperaturas de 0 a 1°C foram mais adequadas a manuten¢do da motilidade espermdtica
quando comparadas as de 5°C ¢ 10°C (12. 13. 33) Quanto & manutengio da motilidade
espermdtica, MILOVANOV et al. ©3) verificaram, por outro lado, que as temperaturas de 8-
10°C foram superiores as de 20°C e que o resfriamento do sémen, entre 3 e 6°C, nio trouxe
nenhum beneficio. Surpreendentemente, PROVINCE et al. (73), discordando da maioria da
literatura consultada, relatam que os melhores resultados de motilidade foram alcangados
quando se utilizou temperaturas de 15 e 20°C, em relagdo as de 5 ¢ 10°C.

Por outro lado, no que se refere aos experimentos “in vivo”, ndo houve diferengas entre tempe-
raturas de estocagem de 4-5°C e 20°C, notadamente quando as éguas foram inseminadas
dentro de um periodo de 24 h de estocagem. Nesse grupo, encontra-se o trabalho de PALMER
67) que obteve taxas de concepgio de 21% ¢ 38% (P > 0,05) para o sémen mantido por um
periodo de 1 h a 20°C ou 4°C, respectivamente. Temperaturas de 20°C ou 5°C foram utilizadas
para armazenar o sémen diluido por 24 h 3. 87.98) sem que se observasse qualquer influéncia
da temperatura de estocagem sobre as taxas de concepgao obtidas. Entretanto, quando o sémen
foi armazenado por um periodo de 48 h, as taxas de concepgdo obtidas com o sémen
conservado a 5°C foram superiores as obtidas com o sémen mantido a 20°C G4 87),
Finalmente, hd que se salientar as recomendagoes de SQUIRES et al. 87), segundo as quais o
sémen diluido em um diluidor de leite desnatado-glicose pode ser mantido a temperaturas de
52C ou 20°C, por 12 h, sem se observar qualquer efeito adverso na fertilidade. Entretanto, para
estocagens acima de 12 h, o sémen da maioria dos garanhGes poderia reter as caracteristicas de
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motilidade e apresentar melhor fertilidade, quando resfriado lentamente para 5°C e assim
conservado até o momento da inseminagio.

Trabalho 3: SILVA FILHO e al. 83

Foram utilizadas 97 fémeas eqiiinas da raga Mangalarga Marchador, pertencentes a diferentes
ordens de parto e categorias reprodutivas (potras, éguas solteiras e com “potro ao pé"),
distribuidas ao acaso em trés tratamentos: T1 - éguas inseminadas com sémen diluido,
resfriado e transportado em container especial para 0 haras Il - n = 53; T2 - éguas
inseminadas com sémen diluido, resfriado e transportado em container especial para o haras [
-n = 12; T3 - éguas inseminadas com sémen fresco, nio diluido, no proprio local da colheita
(haras II - Grupo controle) - n = 32.

As éguas dos tratamentos 1 e 2 foram inseminadas com sémen diluido no diluidor de Nagase
& Niwa 68), modificado. Além disso, todas as éguas foram submetidas a0 mesmo manejo re-
produtivo anteriormente descrito 4. %2), Utilizou-se o sémen de apenas um garanhio da raga
Mangalarga Marchador com 7 a § anos de idade, pertencente a um condominio (haras I, I, 11D
para inseminar todas as éguas , envolvidas no experimento. Para transporte do sémen, utilizou-
5¢ 0 mesmo container idealizado por SILVA FILHO et al. #2), cujas caracteristicas de
funcionamento foram descritas anteriormente,

O volume de sémen que seria utilizado em cada égua esteve sempre ligado ao volume do
cjaculado e ao mimero de ¢guas a serem inseminadas com sémen fresco, ndo diluido (haras 1I)
¢ com o diluido, resfriado e transportado (haras I ¢ III). Entretanto, independentemente do
volume a ser transportado, a taxa de diluigdo foi rigorosamente de I:1, durante toda a estagio
de monta. As colheitas foram realizadas de 48 em 48 horas, por meio de uma vagina artificial
modelo Hannover, utilizando-se como manequim uma égua em cio, devidamente contida.
Dados relacionados ao comportamento sexual do garanhéo foram anotados em ficha propria
(ANEXO 3). Apds a colheita, o sémen foi levado ao laboratério, sendo mantido a 37°C em
banho-maria, até as inseminagdes ou o resfriamento.

Neste experimento a dose inseminante foi varidvel, dependendo diretamente do volume do eja-
culado e do nimero de éguas a serem inseminadas em determinado dia. Desta forma, apos a
avaliagdo fisica, o sémen foi dividido em trés fragoes, com volumes diferentes, dependendo do
nimero de éguas a serem inseminadas com cada [ragdo. A primeira foi mantida nio diluida e
utilizada para inseminar as ¢guas do haras II. As outras duas fragdes foram diluidas 1:1 com o
diluidor de Nagase & Niwa %), modificado, devidamente homogeneizadas apés a diluicio e
reconferidas para motilidade e vi gor. Estas fragoes foram acondicionadas em duas mamadeiras
mantidas em banho-maria a 37°C, até serem transferidas para o container MSP-2.

Para o transporte, foram preparadas uma ou duas mamadeiras dependendo do nimero de haras
envolvidos naquele determinado dia ¢, utilizou-se o procedimento de uma mama-
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deira/haras/dia, para evitar a manipulagdo indevida das fragdes de sémen resfriado,
provocando mudangas bruscas de temperatura, nocivas s células espermiticas. Antes da
inseminagido das éguas do grupo controle (sémen fresco, ndo diluido), procedeu-se ao
acondicionamento ¢ colocagio do sémen a ser transportado no container apropriado,
juntamente com a dgua e gelo (82).

Ap6s a preparagdo do container para transporte, procedeu-se 4 inseminagio das éguas do haras
Il com o sémen fresco, ndo diluido. Para tal, seguiu-se todos os procedimentos mencionados
anteriormente para a realiza¢do da inseminagdo, anotando-se 0 nome da ¢gua, do haras,
hordrio da inseminagdo, volume de sémen utilizado e se a inseminagdo era pré ou pos-
ovulagido (ANEXO 3).

A seguir, o sémen devidamente diluido ¢ em processo de resfriamento em container especial,
foi entdo conduzido a dois haras, a uma distincia de 50 km do local de colheita, por transporte
rodovidrio. As inseminagdes foram realizadas em dias alternados, a partir de um foliculo com
3,0 -3,5 cm de didmetro, até a ovulagdo, com deposigdo do sémen no corpo do utero. Apds as
inseminagdes realizou-se sempre a avaliagdo do sémen residual das pipetas de inseminagéo.
Os dados referentes a operagio foram anotados (ANEXO 3).

Dados relacionados ao comportamento sexual, avaliagdo fisica do sémen e desempenho repro-
dutivo do garanhio utilizado durante a estagio de monta 1988/1989, estio apresentados na
TAB. 10. Nas TAB. 11 e 12 estio apresentados os resultados obtidos no presente experimento,
relacionados aos efeitos dos tratamentos sobre as taxas de concepgdo das éguas inseminadas e
sobre diferentes parimetros reprodutivos, respectivamente.

Como se pode observar no TAB. 11, as taxas de concepgdo ao primeiro ciclo, nao sofreram in-
fluéncia (P > 0,05) dos tratamentos dados ao sémen. Ao final de trés ciclos, também nio se
observou diferenga (P > 0,05) entre os tratamentos (TAB. 11). Por outro lado, a taxa de con-
cepgio total obtida com o sémen “in natura” (haras II) foi similar (P > 0,05) a obtida com o sé-
men diluido, resfriado ¢ transportado no haras III, mas diferente (P < 0,05) da observada no
haras I, com o sémen transportado (TAB. 12). Além disso, as taxas de concepgdo obtidas com
o sémen transportado ndo foram influenciadas (P > 0,05) pelos haras (TAB. 12), sendo de
66,67% (8/12) ¢ 83,02% (44/53) para os haras I e III, respectivamente.

Nio se observou diferenga (P > 0,05) entre os tratamentos no que se refere aos seguintes paré-
metros avaliados: ciclos/égua, ciclos/égua gestante, ciclos/prenhez, prenhez/ciclo, numero de
IA/égua, mimero de IA/égua gestante, nimero de IA/égua vazia, Temperatura da dgua no
Haras II e eficiéncia de prenhez. Por outro lado, verificou-se diferenga (P < 0,05) entre os
tratamentos no que diz respeito ao volume de sémen utilizado na IA, temperatura da dgua e do
sémen no interior do container, nos haras I e 11l e no tempo médio da colheita a IA (TAB. 12).
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TABELA 10 - Dados comportamentais, avaliagdo fisica do sémen ¢ desempenho reprodutivo
do garanhdo utilizado na Estagio de Monta 1988/1989

Varidvel n Xt8
Tempo de reagéo 1 (s) 79 20,65 + 14,85
Tempo de reagio 2 (s) 6 29,83 + 37,31
Tempo de reagio 3 (s) 2 14,50 £+ 1,50
Intervalo da eregéo 4 monta 1 (s) 78 14,01 £ 9,75
Intervalo da eregdo 4 monta 2 (s) T 12,14 + 6,29
Intervalo da eregdo a monta 3 (s) 2 4,00 + 2,83
Duragio da ejaculagio 1 (s) 76 24,29 + 6,04
Duragio da ejaculagio 2 (s) 4 33,00 + 4,18
Intervalo entre e¢jaculagdes (dias) 82 2,23
Nuimero de montas/ejaculado 80 1,14 £ 0,41
Volume (ml) 79 87,58 + 20,22
Motilidade (%) 83 68,04 + 7,78
Vigor (0-5) 83 3,87 + 0,39
Numero de éguas inseminadas/ejaculado 83 4,14 + 1,86

TABELA 11 - Fertilidade do sémen eqiiino fresco ou diluido, resfriado e transportado

Tratamento
Ciclo _Sémen diluido, resfriado e transportado Sémen Fresco
Haras 1 Haras I1T Haras Il
N& de Taxa de Ne de Taxa de Ne de Taxa de
ciclos concepgao ciclos  concepgio  ciclos concepegio
(%) % %
1 12(7)2 58,33 53(31) 58,49 32(23) 71,88
2 2(1) 50,00 15(7) 46,67 8(6) 75,00
3 - 6(6) 100,00 2(2) 100,00
Total 14(8) 57,14 74(44) 59,46 42(31) 73,81

# Niimeros entre parénteses referem-se as éguas que conceberam
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TABELA 12 - Influéncia dos tratamentos sobre diferentes parimetros da  eficiéncia
reprodutiva de éguas inseminadas com sémen “in natura” ou diluido, resfriado e

transportado.
Tratamentos
g Sémen diluido, resfriado ¢ trans- Sémen fresco
Parametros estudados
portado
Haras 1 Haras III Haras [I
Numero de éguas 12 53 52
Numero de ciclos 14 74 42
Ciclos/égua 117 1,40 1,31
Ciclos/égua gestante 113 1,43 1,32
Ciclos/prenhez 1,75 1,68 1,35
Prenhez/ciclo 0,57 0,59 0,74
Numero de [A/égua 2,36 + 0,93 2,43 + 1,06 2,76 + 1,05
Numero de [Afégua gestante 2,50 £ 0,76 2,43 + 1,07 2,84 + 1,04
Numero de [A/égua vazia 23l x1.17 2,43 + 1,07 250+ 118
Volume utilizado na IA(ml) 29,00 + 3,96 23,46 + 4,38 25,11 + 10,8730
Temperatura da dgua - Haras I[1(°C) 25,53 +2,74 25,89 +2,01 B
Temperatura da dgua no container (°C) 7,83 +1,33¢ 6,30 + 0,959 -
Temperatura do sémen no container (°C) 8,94 + 1,31¢ 7,20 + 0,964 R
Tempo médio da colheita 4 [A(min) 157,52 + 34,43¢ 111,68 + 19,679  23,0046,66¢
Taxa de concepgio total (%) 66,67 (8/12)¢ 83,02 (44/53)*4 96,88 (31/32)4
Eficiéncia de prenhez 5,57 5,43 6,90

4.5 Niimeros dentro de linhas, seguidos por letras diferentes, diferem entre si (P < 0,05),
¢.4€ Niimeros dentro de linhas, seguidos por letras diferentes, diferem entre si (P < 0,01).

Neste experimento, utilizou-se da mesma metodologia descrita no trabalho anterior(®2),
incluindo a colheita do sémen, dilui¢io 1:1 no diluidor lactose-gema de ovo modificado,
envasamento em mamadeiras pldsticas ¢ acondicionamento no container MSP-2 para o
resfriamento e transporte. Com esta metodologia, obteveram-se taxas de concepgdo, ao
primeiro ciclo, de 58,33% (7/12) e 58,49% (31/53) para os haras I e Il (P > 0,05),
respectivamente (TAB. 11). No tratamento controle, utilizando o sémen “in natura”, observou-
s¢ uma taxa de concepgao, no mesmo periodo, de 71,88% (23/32) que nao diferiu (P > 0,05)
das obtidas anteriormente com o sémen transportado (TAB. 11). Agrupando-se os dados
referentes ao sémen transportado nos haras I e III, observou-se uma taxa de concepgio, ao
primeiro ciclo, de 58,46% (38/65). Estas taxas de concepgdo aproximam-se das observadas
com o sémen transportado, diluido no mesmo diluidor, no mesmo periodo ©4), 60% - 18/30 ¢
57,58% - 19/33 (haras I: 64,29% - 9/14 ¢ haras II: 52,63% - 10/19), embora utilizando volumes
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de sémen e container (% 82) diferentes. Ndo foi possivel encontrar na literatura trabalhos
similares ¢ que permitissem comparagdes mais proveitosas, principalmente no que diz respeito
a natureza do diluidor e tipo de container. Assim, tornou-se necessdrio recorrer aos resultados
obtidos anteriormente, envolvendo o mesmo diluidor, com o sémen transportado, que
facilitaram sobremaneira as devidas comparagdes.

BERGHUIS © utilizou o sémen segundo a "metodologia holandesa de transporte de sémen” e
obteve uma taxa de concepgio de 36,4% (16/44), com uma concentragdo minima de 450 x
109 espermatozoéides/dose inseminante. Esta taxa de coneepeio foi numericamente inferior as
obtidas nos haras I (58,33%) e Il (58,49%) (TAB. 11) e apds o agrupamento dos dados
(58,46% - 38/65). J& DOUGLAS-HAMILTON et al. @3 24) yiilizaram a “metodologia
americana de transporte de sémen” ¢ obtiveram taxas de concepeio, ao primeiro ciclo, de 65%
(30/46) e 59%, respectivamente, similares as observadas no presente experimento, para o
mesmo periodo (TAB. 11).

A taxa de concepgio obtida com o sémen “in natura”, no primeiro ciclo, de 71,88% (23/32)
aproxima-se das observadas anteriormente (%), sendo similar 4 observada por PICKETT et al.
(M), no mesmo periodo, com concentragdes de 500 x 106 espermatozoides moveis/dose
inseminante (75% - 18/24).

Ao final de trés ciclos, as taxas de concepeio/ciclo ndo diferiram (P > 0,05) e, foram de
57,14% (8/14), 59,46% (44/74) ¢ 73,81% (31/42) para os haras I, IIl ¢ II, respectivamente
(TAB. 11). Agrupados os dados dos haras I e III, obteve-se para o sémen diluido, resfriado e
transportado uma taxa de concepgio/ciclo de 59,09% (52/88). As taxas de concepgiof/ciclo
obtidas aqui, aproximam-se das obtidas com o sémen transportado, no mesmo diluidor ©4)
(62,50% - 25/40). Entretanto, foram numericamente superiores as observadas anteriormente,
47,17% - 25/53 (haras I - 41,67% - 10/24 e haras II - 51,72% - 15/29), para o sémen
transportado no mesmo diluidor, porém centrifugado. Em apenas dois dos trabalhos con-
sultados utilizando o sémen transportado, foi possivel obter-se a taxa de concepeaofciclo, de
58,33% (42/72) @% ¢ 44% (n = 2181) ©7). Os resultados obtidos no presente experimento
aproximam-se dos obtidos por DOUGLAS-HAMILTON et al. ?4) mas, foram numericamente
superiores aos apresentados por PALMER (67),

A taxa de concepgio/ciclo obtida com o sémen “in natura”, de 73,81% (31/42) aproximou-se
das observadas por PALHARES %) (64,15% - 34/53), sendo similar as taxas de
concepedo/ciclo de 71%, obtidas por PICKETT et al. ™) ¢ as de 76% (n = 17) e 68% (n = 19),
obtidas por PALMER (), com garanhdes submetidos a dois ejaculados/dia ou a colheitas com
intervalos de 48/48 h, respectivamente. Por outro lado, apresentou-se numericamente superior
a de 40% (n = 25), apresentada por PALMER (), em outro experimento.

Apds trés ciclos consecutivos, as taxas de concepgio totais foram de 66,67% (8/12), 83,02%
(44/53) e 96,88% (31/32) para os haras 1, Il e II, respectivamente (TAB. 12). Além disso, a



taxa de concepgio total para o sémen diluido, resfriado e transportado foi de 80% (52/65),
apos o agrupamento dos resultados dos haras I e III. Esta taxa de concepgdo foi similar a
obtida por PALHARES () (83,33% - 25/30), para o sémen resfriado e transportado, apds a
diluigdo no mesmo diluidor, embora utilizando um container diferente (MSP-1). Da mesma
forma, assemelha-se 4 taxa de concepg¢io de 81,48% (22/27), obtida com o sémen
transportado para o haras I, utilizando dois diluidores (lactose-gema de ovo modificado e o de
glicina) em container idéntico (MSP-2 42)). Por outro lado, foi numericamente inferior 4 taxa
de concepgdo obtida para o haras II, de 94,44% (34/36), utilizando os mesmos diluidores ¢
container. Quanto as diferengas entre as taxas de concepgéo totais verificadas na TAB. 12, hd
que se salientar que trés éguas do haras I ndo voltaram a ser inseminadas apds o primeiro ciclo
(TAB. 11), reduzindo em muito as suas possibilidades de concepgéo. Por certo, tal ocorréncia
foi responsdvel pelo baixo desempenho reprodutivo, deste haras, ao final do experimento.

Taxas de concepgao totais de 40, 30, 44,12, 46, 36 e de 39,6% foram obtidas por GONZAGA
29), KUHR @), NISHIKAWA (1), SCHAFER (%), WIERZBOWSKI et al. (196 ¢ VLACHOS
& PASCHALERI (190 ytilizando os diluidores de glicose-sulfato-peptona, leite de égua + 5%
de gema de ovo, solugdo Baken I - glicose + gema de ovo e leite desnatado, respectivamente.
Estas taxas de concepgdo foram numericamente inferiores as obtidas neste experimento, para o
sémen transportado (TAB. 12).

Resultados bem superiores aos apresentados pelos autores mencionados anteriormente, porém
envolvendo procedimentos pouco conhecidos, foram registrados por PARYSEV & PARSUTIN
(69), ZARUEV et al. (119 ¢ KRUZKOVA *4), com taxas de concepgio totais de 73,3, 73,3 e
76%, respectivamente. E, ainda, ZARUEV et al. (110 relataram que, quando as éguas foram
inseminadas por trés ciclos consecutivos, a taxa de concepgao alcancada foi de 90%, quando
utilizaram o diluidor com 7,2 g de glicose em 100 ml de dgua. Estes resultados aproximam-se
dos deste experimento, embora utilizando metodologias totalmente diferentes.

As taxas de concepgdo totais obtidas com a denominada "metodologia holandesa de transporte
de sémen” foram de 83,82% (57/68), 70% (312/446), 84% (37/44) e 76% (162/213) (6. 21, 94,
93), respectivamente, para o sémen estocado, em sua maioria, por um periodo de 24 a 96 h. A
"metodologia americana de transporte de sémen” foi utilizada por DOUGLAS-HAMILTON et
al. @9, BLANCHARD @ ¢ DOUGLAS-HAMILTON et al. @3, com taxas de concepgio totais
de 91% (42/46), 83% ¢ 80% (30/37), para o sémen aplicado dentro de 24 h ap6s a colheita. Na
Franga, PALMER (66) relata uma taxa de concepgdo total de 82% (n = 1294) para o sémen
utilizado dentro de 10 h da colheita, nas ragas pesadas.

De certa forma, as taxas de concepgao totais obtidas no presente experimento para o haras III
(83,02% - 44/53) - TAB. 12 - e apds o agrupamento dos dados dos haras I e III (80% - 52/65),
podem ser consideradas satisfatérias, principalmente em relagao as apresentadas anteriormente
(6,9, 21, 23, 66, 94, 95) de 70 a 84%. Entretanto, apresentaram-se numericamente inferiores as
descritas por DOUGLAS-HAMILTON et al. @4) - de 91% (42/46) e por VAN DER HOLST
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©9), utilizando um pequeno mimero de fémeas - 100% (10/10). Por outro lado, a taxa de
concepeido total obtida com o sémen diluido, resfriado e transportado no haras 1 (66,67% -
8/12) - TAB. 12, pode ser considerada subdtima, estando bem aquém dos resultados obtidos
em trabalhos anteriores e por diferentes pesquisadores j4 mencionados.

De maneira geral, o diluidor de lactose-gema de ovo, modificado pela retirada do glicerol de
sua formulagdo, mostrou-se eficiente para a diluigio do sémen a ser resfriado e transportado,
equivalendo-se, de certa forma, aos diluidores indicados por DOUGLAS-HAMILTON et al.
(2%, VAN DER HOLST ) ¢ PALMER (%), Infelizmente, a utilizagio de garanhdes, taxa de
diluigéo, concentragdes, tipo de envasamento, taxas de resfriamento, containers e duragio de
estocagem diferentes, impossibilitou comparagoes mais profundas entre eles. Entretanto, hé
que se considerar que as condigoes inadequadas de resfriamento ¢ isolamento do meio exterior,
observadas para o container MSP-2, possam ter sido contrabalangadas pelo diluidor de lactose-
gema de ovo, principalmente, se os resultados aqui obtidos, forem acrescentados aos obtidos
em trabalhos anteriores, com o mesmo diluidor.

A taxa de concepgdo total, obtida com o sémen "in natura”, foi de 96,88% (31/32) - TAB. 12,
semelhante a de 89,47% (34/38), encontrada por PALHARES (%) e aos resultados
apresentados por KEDROV “40) ¢ PICKETT et al. /%), de 85,7% (84/98) ¢ 91,7% (22/24),
respectivamente. Por outro lado, foram numericamente superiores as taxas de concepgio de

41% (20/49) ¢ 66,98% (74/110) citadas, respectivamente, por PARSUTIN (8) ¢ HEJZLAR
@36),

Os volumes de sémen (ml) utilizados neste experimento foram de 29,00 + 3,96, 23,46 + 4,38 ¢
de 25,11 % 10,87 para os haras I, III e II, respectivamente (TAB. 12). Estes volumes foram
similares (P > 0,05) para os haras I vs II e II vs III; entretanto, diferiram (P < 0,05) entre os
haras I e IIl. Grandes volumes/dose inseminante foram recomendados por KEDROV (“0) ¢
SKATKIN ®#9), de 15 a 40 ml. Além disso, SKATKIN () concluiu que o volume minimo de
sémen diluido, a ser utilizado com sucesso na inseminagdo artificial de eqiiinos, foi de 20 ml,
mas um volume de 30 a 40 ml foi mais satisfatério. Jd4 em 1970, HUGHES & LOY (39
recomendaram um volume de 50 ml de sémen diluido para as inseminag¢oes. PICKETT et al.
(72), compilando dados de vérios experimentos, concluiram que o volume da dose inseminante,
dentro de uma amplitude de 0,6 a 26,8 ml, nao afetou a fertilidade. Entretanto, afirmaram que
volumes acima de 30 ml/dose inseminante deveriam ser evitados. Mais recentemente,
SQUIRES et al. ®® demonstraram que volumes acima de 100 ml reduziram a fertilidade.
BERGHUIS © utilizou doses variando de 5 a 40 ml de sémen “in natura”, desde que tivessem
um minimo de 300 x 105 espermatozoéides méveis/dose inseminante. Volumes de 10 - 20 ml
foram utilizados no inicio da estagio de monta e de 30 - 50 ml nos dias mais longos, em um
sistema de transporte de sémen diluido e resfriado 4. Apenas SQUIRES et al. (8%)
conduziram um trabalho utilizando um delineamento experimental adequado e, concluiram
que volumes de 10 ml permitiram uma taxa de recuperagio de embrides superior as obtidas
com volumes de 100 ou 200 ml.
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Os volumes de sémen utilizados neste experimento sdo compativeis com os citados anterior-
mente pelos diversos autores mencionados, representando de 1/4 a 1/3 do volume minimo cita-
do por SQUIRES et al. ®) como depressor da fertilidade. Como se pode observar na TAB.
12, procurou-se utilizar no sémen diluido, resfriado e transportado, um volume minimo de
sémen "in natura” de 10 ml, diluido 1:1 no diluidor de lactose-gema de ovo modificado (haras
I e I1I). Além disso, utilizou-se um volume de 25,11 + 10,87 ml por dose de sémen "in natura”,
para as inseminagGes no proprio haras.

O sistema de envasamento do sémen , neste experimento, ndo foi adequado. A utilizagdo de
mamadeiras pldsticas permitiu uma grande agitagido durante o transporte, grande espaco de ar
acima do liquido e uma inadequada relagio Cozjo . Tais aspectos distanciam, em muito, das
condigdes ideais de estocagem recomendadas (21, 24, 35, 38, 35, 61) yisando-se a manutengio da
viabilidade espermadtica por um longo periodo de tempo.

A taxa de resfriamento utilizada neste experimento ndo foi determinada. Entretanto, como se
pode observar na TAB. 12, registraram-se as temperaturas da dgua ¢ do sémen no interior,do
container, quando da chegada aos haras I e III. A temperatura da dgua (7,83 + 1,33°C) e do sé-
men (8,94 + 1,319C) observadas no haras I, apés 157,52 + 34,43 minutos da colheita foram su-
periores (P < 0,01) as de 6,30 + 0,95°C (dgua) ¢ 7,20 + 0,96°C (sémen), observadas no haras
I, apos 111,68 + 19,67 minutos da mesma. Comparando-se os resultados deste experimento
com os obtidos anteriormente $2) -TAB. 5, 7 ¢ 9, observa-se, aqui, um melhor controle das
temperaturas da dgua e do sémen no interior do container, para duragdes similares de
estocagem. Tais observagoes indicam a obtengdo de melhor isolamento do container do meio
exterior ¢ a manutenc¢do de temperatura mais uniforme, apés a estabilizagdo, por um periodo
mais longo. Entretanto, mesmo com o aprimoramento das condigdes de resfriamento e
transporte obtidas aqui, utilizando-se o mesmo container (MSP-2) ¢ o diluidor lactose-gema de
ovo, ji utilizados #2) as condigoes de isolamento do container ainda foram subdtimas. Tal
afirmativa pode ser comprovada na TAB. 12, em que, acompanhando um aumento do tempo
de estocagem, observou-se aumento das temperaturas da dgua e do sémen no interior do
container, do haras Il para o haras I. Além disso, a temperatura média do sémen foi de
aproximadamente 1°C a mais em relagdo & temperatura da dgua no interior do container,
independentemente do haras (TAB. 12). O aumento da temperatura do sémen no interior do
container associado ao tempo de estocagem, foi também observado por HUECK (%),

A capacidade de isolamento do container MSP-2, utilizado neste experimento, foi inferior a
dos trés containers utilizados por HUECK ©8). Como jd4 demonstrado anteriormente, a
temperatura da dgua e do sémen no interior do container (TAB. 12) foram alteradas (P < 0,05)
em decorréncia do tempo de estocagem. Apos 111,68 + 19,67 minutos de estocagem, as
temperaturas da dgua e do sémen, no interior do container, foram de 6,30 £ 0,95 e 7,20 + 0,96,
respectivamente, no haras IIL. No container Sarstedt, considerado por HUECK %) como o de
pior isolamento, uma temperatura similar para o sémen s6 foi alcangada entre 12 ¢ 14 h de
estocagem (7 a 13,2°C); no modelo Celle entre 8 ¢ 10 h (7,2 a 7,5°C) ¢ no modelo Equitainer



63

ndo foi alcangada sequer s 48 h, quando do final do experimento. Apds 157,52 + 34,43
minutos de estocagem, as temperaturas da dgua e do sémen no haras I foram de 7 83+1183%
e de 8,94 + 1,31°C, respectivamente. No container modelo Sarstedt, uma temperatura idéntica
para o sémen apenas foi alcangada entre 12 ¢ 14 h de estocagem (7 a 13,2°C); no modelo Celle
entre 24 ¢ 26 h (8,5 a 9°C) e no modelo Equitainer, nio foi atingida sequer ao final do
experimento.

Um container adequado (modelo Sarstedt) tem sido utilizado em diferentes trabalhos, na Ho-
landa, envolvendo o sémen transportado. Para periodos de estocagem de 24-72 h, > 72 h ¢ 18-
24 h, foram citadas taxas de concepgdo de 70% (312/446) 9, 83.82% (57/68) ¥ ¢ de 84%
(34/44) ©), por diferentes autores utilizando o mesmo container. Por outro lado, um container
bem mais sofisticado (modelo Equitainer) foi proposto por DOUGLAS-HAMILTON et al. 24
¢ utilizado posteriormente por DOUGLAS-HAMILTON et al. ?3) ¢ BLANCHARD ©), com
taxas de concepgio de 91% (42/46), 83% (87/105) ¢ 80% (30/37), respectivamente, apos um
periodo de estocagem de no médximo 24 h. As taxas de concepgio obtidas aqui, utilizando-se o
sémen transportado no container modelo MSP-2 para os haras I (66,67%) e III (82,02%) e,
apos o agrupamento dos dados dos haras 1 e III (80% - 52/65), podem ser consideradas
satisfatorias, apesar dos reduzidos tempos de estocagem utilizados (TAB. B2):

As temperaturas finais de estocagem do sémen utilizadas neste experimento foram de 7,20 +
0,96°C e de 8,94 + 1,31°C (P < 0,05), para os haras III e I (TAB. 12), respectivamente.
Temperaturas finais de 2 a 8°C tém sido recomendadas para o sémen diluido, resfriado e
transportado (23, 24, 61, 66, 94, 100)_ Trabalhos “in vitro” - 37. 61.90.97) yiilizando a manutengéio
de carateristicas da motilidade como ponto final, tém apontado também para temperaturas
finais de 4 a 8°C, como as mais adequadas, em comparagio as de 7 a 38°C. Entretanto, nio
tem existido unanimidade entre os autores, quanto a melhor temperatura de estocagem do
sémen, incluindo inclusive mudangas de temperatura em decorréncia da duragio de
estocagem. Assim, temperaturas de 0 a 1°C foram superiores as de 5 ¢ 10°C para a manuten¢io
da motilidade espermatica (12: 13.53). Por outro lado, MILOVANOV et al. % verificaram que
as lemperaturas de 8 a 10°C foram superiores as de 20°C e que o resfriamento do sémen, para
temperaturas entre 3 e 6°C, ndo trouxe qualquer beneficio 4 manutencio da motilidade
espermdtica. No entanto, PROVINCE et al. 79 conseguiram melhores resultados de
motilidade quando o sémen foi estocado a temperaturas de 15 e 20°C, em relacdo as de 5 e
10°C.

No que se refere aos experimentos “in vivo”, tendo como ponto final a obtengdo de taxas de
concepgdo ou de recuperagio de embrides, ndo parece haver diferengas entre temperaturas de
estocagem de 4-5°C e 20°C, principalmente quando as éguas sdo inseminadas com o sémen
estocado, dentro de um periodo méximo de 24 h 4. 67. 87.98) Entretanto, quando o sémen foi
conservado por um periodo de 48 h, as taxas de concepgao obtidas com o sémen estocado a
5°C foram superiores as obtidas com o sémen mantido a 20°C (4. 87)_ Além disso, hd de se
salientar as observagdes feitas por SQUIRES et al. ®7), segundo as quais, o sémen diluido pode



ser resfriado a 5 ou 20°C por um periodo mdximo de 12 h, sem que se observe qualquer efeito
adverso sobre a fertilidade. Entretanto, quando a estocagem € por um periodo superior a 12 h,
o sémen da maioria dos garanhdes poderia manter a viabilidade, por um periodo mais longo,
quando resfriado lentamente para 5°C e assim conservado até a sua utilizagdo.

Trabalho 4: SILVA FILHO et al. G0

Este experimento teve como objetivo avaliar a fertilidade do sémen eqiiino resfriado a 20°C e
transportado em um container especialmente desenvolvido para este fim (MSP-2). Avaliou-se
também a viabilidade de um diluidor 4 base de gema de ovo (Nagase & Niwa, modificado),
utilizado a esta temperatura.

Foram utilizadas 79 fémeas (éguas e potras) e apenas um garanhdo da raga Mangalarga
Marchador. Os aspectos relacionados ao manejo reprodutivo das éguas e do garanhido foram
previamente descritos (¢ 82.83) As éguas foram distribuidas ao acaso em dois tratamentos: TI
- éguas inseminadas no haras onde o sémen foi coletado, utilizando o diluidor de minima
contaminagdo (n = 38) - grupo controle; TII - éguas inseminadas em um outro haras, distante
15 km do local da colheita com o sémen diluido em diluidor de lactose gema de ovo, resfriado
a 20°C e wansportado. As taxas de dilui¢io (sémen:diluidor) foram de 2:1 e 1:1
respectivamente para T1 e T2. As inseminagbes ocorreram em dias alternados, a partir da
detecgdo de um foliculo de 30 a 35 mm de didmetro em um dos ovdrios, até a ovulagao. Nio
houve diferengas (p > 0.05) nas taxas de fertilidade no primeiro ciclo (71,05 e 68,29%) e apos
trés ciclos (67,50 ¢ 62,96%) para T1 e T2, respectivamente. Os demais parimetros
reprodutivos avaliados estdo apresentados na TAB. 13. Baseado nos resultados, a temperatura
de 20°C mostrou-se eficaz, para utilizagio no transporte de sémen para distincias e tempos de
armazenamento pequenos. O diluidor e o container utilizados apresentaram um bom
desempenho a esta temperatura de transporte.

2.7 Resumo e conclusoes dos trabalhos brasileiros

EXPERIMENTO 1% — Com o objetivo de estudar, pela primeira vez no Brasil, a viabilidade do
transporte do sémen de eqiiinos entre os haras, utilizaram-se 76 fémeas eqiiinas distribuidas em
um delineamento inteiramente casualizado com mimero desigual de repeti¢oes entre os
tratamentos, incluindo o transporte do sémen "in natura” ou diluido no diluidor de lactose-
gema de ovo modificado, em container especial. Como grupo controle, utilizaram-se 38 éguas
inseminadas com o sémen "in natura”, sem transporte. Baseando-se nos resultados obtidos
neste experimento, pode-se retirar as seguintes conclusoes:

e Nio foram observadas diferengas significativas (P > 0,05) entre os tratamentos no que se
refere a taxa de concepg¢do ao primeiro ciclo e total e & eficiéncia de prenhez entre o
sémen "in natura”, transportado ou nao e o sémen diluido em lactose-gema modificado,
resfriado e transportado.
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TABELA 13 - Eficiéncia reprodutiva de éguas inseminadas com sémen a fresco (TI) ou
diluido, resfriado a 20°C ¢ transportado (TII).

Varidveis TI TII
Numero de éguas 38 41

Numero de ciclos 40 54
Ciclos/prenhez 1,48 1,59
Nimero de 1A/égua gestante 2,67 + 1,04 2,35+ 1,10
Volume de sémen (ml) 13,12 + 3,47 9,39 +1,55*%
Volume do diluidor (ml) 6,09 + 1,63 9,51 +1,20*
Volume inseminante (ml) 18,96 + 3,60 18,90 + 2,56
Temperatura do sémen a IA(*C) 20,28 + 1,44
Tempo da colheita/IA (min) 19,47 + 8,00 54,51 + 16,54*
Taxa de concepgio 71,05 (27/38) 82,93 (34/41)
*P<0,01

*  Os tratamentos nio influenciaram (P > 0,05) os seguintes parametros reprodutivos estuda-
dos: ciclos/égua, ciclos/égua gestante, ciclos/prenhez, prenhez/ciclo, nmimero de IA/égua,
miimero de IA /égua gestante ¢ nimero de IA/égua vazia,

* O volume de sémen utilizado para as inseminag¢des com sémen “in natura”, sem transporte
foi inferior (P < 0,05) aos utilizados para as inseminagdes com o sémen “in natura” ou
diluido no diluidor lactose-gema de ovo modificado e transportado. Além disso, o tempo
médio da colheita & inseminagio foi maior (P < 0,05) para as inseminagdes realizadas com
o sémen diluido em lactose-gema de ovo modificado, resfriado e transportado quando
comparado ao obtido com as inseminagoes realizadas com o sémen "in natura”, transporta-
do.

* O sémen de garanhdes extremamente férteis, como o do garanhio utilizado no presente
experimento, pode suportar desafios tio grandes quanto o transporte sem diluigdo,
resultando em taxas de concepgio satisfatorias, desde que seja utilizado dentro de um
periodo de tempo médio inferior a uma hora apos a colheita.

* O diluidor lactose-gema de ovo, modificado pela retirada do glicerol de sua formulagio,
além de ser um excelente diluidor para a utilizagdo no haras, mostrou-se um
extraordindrio diluidor para o transporte do sémen entre haras. Principalmente, ao se
considerar a rusticidade do container utilizado, taxa de dilui¢ao inadequada e auséncia de
controle sobre fatores sabidamente imprescindiveis para a obten¢do de boas taxas de
concepgdo com o sémen resfriado e transportado, notadamente a presenca de plasma



seminal e tipo de envasamento, taxa de resfriamento e temperatura final de
armazenamento inadequados.

o A fertilidade do sémen egiiino diluido, resfriado ¢ transportado parece ser mais fungdo de
um diluidor adequado, do que da sofisticagio do container utilizado para o transporte, por
curtos periodos de tempo. A retirada do glicerol do diluidor e a presenga da gema de ovo
pareceram oferecer aos espermatozoides prote¢ao adequada durante o processo de resfri-
amento e transporte do sémen. Assim, mesmo um container tao simples como o utilizado
no presente experimento, incapaz de oferecer as condigdes ideais de resfriamento, armaze-
namento e transporte do sémen, pode estar associado is boas taxas de concepgao.

e Para a conservagio efou transporte do sémen resfriado para longas distancias envolvendo
um periodo de tempo longo da colheita 4 inseminagdo, o controle sobre outros fatores, que
nio o diluidor, é imprescindivel, o que invalida de certa forma algumas das afirmagdes
anteriores, principalmente no que diz respeito ao tipo de container.

EXPERIMENTO 2 #2) — Para avaliar os efeitos de haras ¢ de diluidores sobre a fertilidade de 65
éguas inseminadas com o sémen diluido, resfriado e transportado em um novo container,
utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado em um esquema fatorial 2 x 2, com dois
haras (I-e II) e dois diluidores (lactose-gema de ovo modificado ¢ Dimitropoulos). As éguas
foram inseminadas em dias alternados com o sémen de apenas um garanhdo. Dentro das
condigdes em que foi realizado este experimento, pode-se concluir:

e Nio houve diferengas significativas (P > 0,05) entre haras ¢ diluidores no que se refere as
taxas de concepgdo ao primeiro ciclo e total e & eficiéncia de prenhez.

e Os tratamentos nio influenciaram (P > 0,05) os seguintes pardmetros reprodutivos estuda-
dos: ciclos/prenhez, prenhez/ciclo, mimero de IA/égua, nimero de IA/égua gestante,
nimero de IA/égua vazia, temperatura da dgua no container, temperatura do sémen no
container ¢ tempo médio da colheita & inseminagao.

A auséncia de efeitos dos diferentes tratamentos sobre a eficiéncia reprodutiva das ¢éguas
possibilitou uma avaliagio isolada do efeito dos diluidores sobre estas caracteristicas, inde-
pendentemente do haras, bem como de uma avaliagio do efeito do haras sobre os diferentes
patimetros reprodutivos estudados, independentemente do diluidor. No primeiro caso
mencionado, do efeito do diluidor sobre o eficiéncia reprodutiva das éguas, pode-se inferir as
seguintes conclusoes:

e Nio houve diferenca significativa (P > 0,05) entre diluidores para as taxas de concepgio
ao primeiro ciclo e total e para a eficiéncia de prenhez.

e  Os diluidores nio influenciaram significativamente (P > 0,05) nenhum dos seguintes para-
metros reprodutivos avaliados: ciclos/prenhez, prenhez/ciclo, nimero de IA/égua, numero
de IA/égua gestante, nimero de IA/égua vazia temperatura da dgua no container, tempera-
tura do sémen no container e tempo médio da colheita & inseminagéo artificial.
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Com relagéo ao efeito do haras sobre a eficiéncia reprodutiva de éguas inseminadas, pode-se
concluir:

* Os haras ndo exerceram qualquer efeito significativo (P > 0,05) sobre as taxas de
concepedo ao primeiro ciclo e total nem sobre a eficiéncia de prenhez.

* Naio houve diferenga significativa (P > 0,05) entre os haras no que se refere aos seguintes
parametros reprodutivos avaliados: ciclos/prenhez, prenhez/ciclo, mimero de IA/égua e
mimero de IA/égua gestante.

*  Observou-se diferenga significativa (P < 0,05) entre os haras, no que se refere aos seguin-
tes parametros avaliados: temperatura da dgua no container, temperatura do sémen no
container e tempo médio da colheita a inseminacio artificial.

* Embora as taxas de concepgio obtidas com a utilizagio de ambos os diluidores nio
tenham apresentado diferengas significativas (P > 0,05), pretende-se indicar como rotina
no transporte do sémen a utilizagio do diluidor lactose-gema de ovo, modificado pela reti-
rada do glicerol, em virtude do menor lempo gasto na sua preparagio, associado a um me-
nor nimero de ingredientes, solugdes e lemperaturas utilizadas. Além disso, hd que se
considerar o trabalho envolvido com a centrifugacio do outro diluidor (Dimitropoulos) e o
risco de eliminagdo do lipide viscoso e do sedimento, em que pode estar a fragio
lipoprotéica de baixa densidade, possivel responsével pela protegio espermatica.

* O novo container proposto mostrou ser extremamente vidvel dentro dos objetivos preten-
didos, permitindo a obtengiio de uma taxa de concepedo total de 88% (56/63 éguas).

EXPERIMENTO 3 ®3) - Visando confirmar os resultados obtidos por SILVA FILHO et al. (82),
um novo experimento foi realizado 8%, obedecendo integralmente 4 tecnologia desenvolvida
anteriormente. Para tal, utilizaram-se 97 fémeas eqiiinas em um delineamento inteiramente
casualizado com nimero desigual de repetigdes entre os tratamentos. O sémen de apenas um
garanhéo, diluido em um diluidor lactose-gema de ovo sem glicerol, resfriado e transportado
em um container especialmente desenvolvido para este fim, foi utilizado para inseminar as
¢éguas em dois haras. As éguas do grupo controle foram inseminadas com sémen fresco, sem
qualquer diluigéo. Para as condigoes em que foi realizado este trabalho, pdde-se concluir:

* O tratamento dado ao sémen mediante dilui¢do, resfriamento e transporte ndo influenciou
significativamente (P > 0,05) a taxa de prenhez ao primeiro ciclo, bem como a eficiéncia
de prenhez, quando comparado aos resultados obtidos com a utilizagéo de sémen fresco,
sem dilui¢do e sem transporte, no préprio local da colheita.

* O sémen diluido, resfriado ¢ transportado para o haras I, apresentou uma taxa de concep-
¢ao total inferior (P < 0,05) is obtidas com o sémen submetido a0 mesmo procedimento e
transportado para o haras I1I ou utilizado fresco, sem dilui¢do e sem transporte, no préprio
local da colheita.
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Niéo se observaram diferencas (P > 0,05) entre os tratamentos, para as seguintes varidveis
estudadas: ciclos/égua, ciclos/égua gestante, ciclos/prenhez, prenhez/ciclo, mimero de
[A/égua, mimero de IA /égua gestante e numero de IA /égua vazia.

Observaram-se diferengas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos no que se refere ao
volume de sémen utilizado por dose inseminante, sendo o volume de sémen fresco nio di-
luido e utilizado no haras II igual (P > 0,05) aos volumes de sémen diluido, resfriado e
transportado para os haras I e I11; entretanto o volume utilizado na IA no haras I foi superi-
or (P < 0,05) ao do haras III.

O diluidor de lactose-gema de ovo, sem glicerina mostrou mais uma vez a sua adequacio
para a conservagao dos espermatozdides resfriados e transportados, estando associado a
uma taxa de concepgio total de 80% (52/65).

As boas taxas de concepgio obtidas com o container proposto neste experimento revali-
dam as observagdes obtidas anteriormente e permitem indicd-lo para criadores e técnicos
na utilizagdo do sistema de transporte do sémen diluido, resfriado e transportado, a curtas
distincias e a intervalos de tempo inferiores a 6 horas.

Sugere-se a realizagdo de trabalhos envolvendo maior mimero de garanhdes e éguas, com
transportes de sémen utilizando a metodologia proposta nestes experimentos, por maiores
periodos de tempo entre a colheita e a utilizagdo do sémen,

CONCLUSAO DE TODOS OS EXPERIMENTOS (64 82, 83) _ Apgs o realizagio destes experimentos,
utilizando-se 0 mesmo manejo reprodutivo pode-se concluir que:

As potras s6 deveriam ser inseminadas apos o acompanhamento de pelo menos um ciclo
que fosse regular e ovulatério.

As potras, éguas solteiras e paridas apds o “cio do potro”, deveriam ser rufiadas e palpadas
a intervalos ideais de trés em trés dias até a detecgdo, em um dos ovdrios, de um foliculo
com 25 - 30 mm de didmetro, quando os procedimentos deveriam se tornar didrios até a
ovulagio.

As éguas paridas deveriam ser palpadas e rufiadas a partir do quarto dia pds-parto, diaria-
mente ou a intervalos de trés em trés dias, dependendo do crescimento folicular apresenta-
do, até a presenga de um foliculo com 25 - 30 mm em um dos ovirios, quando os procedi-
mentos torna-se-iam didrios até a ovulagio.

As inseminagBes deveriam ser realizadas em dias alternados, a partir de um foliculo com
30 -35 mm em um dos ovirios, até a ovulagio.

A ovulagio deveria ser registrada em um mapa apropriado e a rufiagdo de retorno, condu-
zida pelo periodo de sete dias, deveria ser realizada do 15° a0 212 dia apds a ovulagio.

Diagndsticos de gestagio seriados deveriam ser realizados aos 17, 25, 30, 40, 60 e 90 dias
apos a ovulagio, visando acompanhar uma gestagdo normal ou detectar possiveis perdas
embriondrias ou fetais.
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*  Para utilizagio da estocagem do sémen no haras, utilizagdo de pequenos volumes de sé-
men com alta concentragdo, condigdes ambientais desfavordveis, grande mimero de éguas
a serem inseminadas por ejaculado e utilizagio de ¢guas de alto risco de recontaminagio,
dever-se-ia utilizar o sémen diluido no diluidor de minima contaminagdo ou no de lactose-
gema de ovo, sem glicerina, em virtude da facilidade de preparacdo e dos bons resultados
obtidos com a sua utilizagio.

®  Para transporte do sémen, seria recomenddvel o container (MSP-2) e os diluidores lactose-
gema de ovo ou Dimitropoulos, sendo o sémen resfriado vagarosamente para 4 - 82C e uti-
lizado dentro do menor tempo possivel, apés a coleta.

* Possivelmente, o acondicionamento do sémen diluido em bolsas plésticas, com eliminagio
de todo o ar presente, resfriamento a taxa ideal de -0,3°C/minuto e um isolamento total do
container, poderiam aumentar sobremaneira a longevidade e viabilidade das células es-
permdticas no container proposto pelos autores.

3. FATORES A CONSIDERAR NO PROCESSO DE RESFRIAMENTO, TRANSPORTE E
UTILIZACAO DO SEMEN EQUINO DILUIDO

3.1 Efeito da colheita fracionada, centrifugacio, retirada do plasma seminal e da taxa de
diluigdo sobre as caracteristicas de motilidade espermitica e na fertilidade de éguas
inseminadas

O plasma seminal do garanhdo nio oferece condigdes ideais para a conservacao da viabilidade
espermdtica, por periodo prolongado de tempo. Tal conceito nio é recente e MILOVANOV
() acreditava que a baixa viabilidade dos espermatozoides estocados do eqiiino, devia-se
principalmente ao actiimulo de subproduto do metabolismo de proteinas do sémen e aos efeitos
desfavordveis das secre¢des volumosas das glandulas sexuais acessorias, impedindo o inicio da
anabiose. Além disso, estabeleceu-se que em numerosos garanhdes a fertilidade era reduzida
por uma aparente incompatibilidade entre espermatozdides ¢ plasma seminal 72). A redugio
dos efeitos nocivos do plasma seminal tem sido tentada pela adogdo de trés procedimentos
principais:

a)  utilizagdo da colheita fracionada 1. 96);

b)  centrifuga¢io do sémen com eliminagdo total ou parcial do plasma seminal e ressuspen-
sdo dos espermatozéides em um diluidor ideal (30, 35, 61,74),
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¢)  utilizagdo de um diluidor de sémen ideal a uma taxa de dilui¢do capaz de oferecer um
ambiente mais favordvel aos espermatozoides, diluindo as substincias toxicas a niveis
aceitdveis e neutralizando os subprodutos do metabolismo (15, 67.96),

A colheita fracionada do sémen foi tentada por DAVIS & COLE (19, pela mudanga das
garrafas de colheita, incluindo o uso de uma abertura lateral na vagina artificial para assegurar
melhor fracionamento do sémen. Utilizando uma vagina artificial do tipo “aberta”, sem frasco
coletor associado, TISCHNER et al. @1 verificaram que o nimero médio de fragdes seminais
durante uma ¢jaculacido normal era de 8 (5-10) e que a duragio média da ejaculacio foi de 7,6
segundos (6-14). Os primeiros jatos de sémen (1 a 3) eram de coloragiio e consisténcia leitosa
¢ continham 80% do niimero total de espermatozdide ejaculados, enquanto os tltimos jatos (4
a 10) eram de aparéncia mucosa. Além disso, o volume, a motilidade e a concentragio
espermdtica foram mais altas nas primeiras fragoes dos ejaculados. Assim, a primeira fragio
continha 40%, a segunda 25% ¢ a terceira 15% do nimero total de espermatozéides
ejaculados. Surpreendentemente, nenhum crescimento bacteriano foi observado nas amostras
oriundas dos primeiros jatos, ricos em espermatozodides. Procedimento idéntico foi utilizado
por VARNER et al. ®%). Em um primeiro experimento, coletaram nove ejaculados fracionados
de trés garanhoes de forma que os primeiros trés jatos foram denominados de fragio
espermdtica rica (FER) e os restantes de fragio espermdtica pobre (FEP). A concentragdo
espermética da FER dos ejaculados (349,5 + 82,8 x 109 sptz/ml) foi maior (P < 0,05) do que
aquela das FEP (96,5 + 60,6 x 10° sptz/ml). O nimero de espermatozéides das FER
correspondeu, em média, a 77% do nimero total de espermatozdides para todos os nove
ejaculados.

Em um segundo experimento, utilizaram um total de trés ejaculados fracionados de cada um
de dois garanhGes para estudar o efeito do plasma seminal e da taxa de dilui¢ao sobre as
caracteristicas de motilidade espermdtica. Para tal, os ejaculados foram divididos em FER e
FEP, como no primeiro experimento. Subseqiientemente, o sémen de cada ejaculado foi
subdividido em dois grupos: I - constituido de apenas a FER e Il - 50% do volume da FER foi
combinada com 50% do volume original da FEP para cada ejaculado, para representar um
ejaculado total. Os ejaculados compostos apenas pela FER e os ejaculados totais foram
diluidos em um diluidor de leite desnatado-glicose, dentro de dois mmutos apos a ejaculacao,
como se scgue 1) Nenhuma dilui¢do, ou dlllll(“&() para 2) 100 x 106 espermatozoides/ml; 3)
50 x 106 espermatozoides/ml; 4) 25 x 100 espermatozoides/ml. Todas as amostras foram
incubadas a 25°C por todo o experimento. A diferentes periodos de tempo (0,5; 3; 6; 12 e 24
horas), foram avaliadas a motilidade espermatica total (MET) e progressiva (MEP) para cada
tratamento, dentro de cada fragio. A MET foi maior (P < 0,05) nos ejaculados compostos pela
FER do que nos ejaculados totais para dois dos cinco periodos (12 a 24 h). A MEP média foi
maior (P < 0,05) nos ejaculados compostos pela FER do que nos ejaculados totais para trés
dos cinco periodos (6 a 24 h). A MET média do sémen nao diluido foi mais baixa (P < 0,05)
do que a das outras taxas de dilui¢ao, em todos os periodos de tempo. A MEP média do sémen
nao diluido foi mais baixa (P < 0,05) do que a das taxas de dilui¢ao de 25 x 106 sptz/ml e 50 x
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106 sptz/ml para quatro dos cinco periodos de tempo (3 a 24 h) mas nio diferiu (P > 0,05) da
apresentada pela taxa de diluigdo de 100 x 100 sptz/ml para qualquer periodo. A MET média
foi maior (P < 0,05) a uma taxa de diluigdo de 25 x 10 6 sptz/ml do que a uma de 50 x 106
sptz/ml para dois de cinco periodos (12 a 24 h) e maior (P < 0,05) do que a MET apresentada
pela taxa de diluigdo de 100 x 100 sptz/ml para quatro de cinco geriodos (3 a 24 h). A MEP
média foi maior (P < 0,05) para uma taxa de diluigdo de 25 x 10° sptz/ml do que a uma laxa
de diluigio de 50 x 10 sptz/ml ou a uma de 100 x 100 sptz/ml para quatro dos cinco periodos
de tempo avaliados (3 a 24 h).

Um método alternativo & colheita de fragdes espermdticas ricas do ejaculado para limitar o
tempo de exposigdo das células espermaticas ao plasma seminal é a centrifugacéo dos ejacula-
dos totais, diluidos ou néo, dentro de minutos apds a colheita, seguida pela remogdo do plasma
seminal ¢ ressuspensdo dos espermatozdides em meio adequado. Entretanto, deve-se
considerar o consumo de tempo, perda de espermatozoides no sobrenadante do sémen centri-
fugado, microtrauma dos espermatozoides durante o processo, individualidade do garanhio e a
depressio da motilidade dos espermatozoides apds a centrifugagio (). Inimeros registros
sobre o tema foram encontrados na literatura, mas, em sua maioria, referem-se a concentragio
dos espermatozdides em um pequeno volume de fluido, apos a eliminagdo total ou parcial do
plasma seminal, capaz de permitir o acondicionamento do sémen diluido com altas
concentragoes em palhetas variando de 0,55 a 4 ml, antes do congelamento. Trés importantes
fatores devem ser considerados, quando da utilizagio deste método: a) adogéo de um diluidor
adequado pré-centrifugagio; b) utilizagio de uma forca centrifuga adequada e, ¢) tempo de
centrifugagio adequado.

Aparentemente, MILOVANOV (9 foi o primeiro a se utilizar do processo de centrifugagiio
visando aumentar o tempo de viabilidade do sémen do garanhdo. Assim, apos a remogéio do
plasma seminal, por este processo, ressuspendeu o sémen em um diluidor TGL-5 e foi capaz
de estocd-lo, por um periodo de seis dias. Posteriormente, vérios pesquisadores relataram a
obtengio de gestagoes utilizando o sémen diluido, centrifugado, resfriado ¢ conservado por
periodos de 20 a 48 h ©9. 13, 46,20, 103)_ 4] procedimento resultou em uma taxa de concepgio
de 50% (4/8 éguas) quando o sémen foi armazenado por um periodo de apenas 6 a 7 h (61),

Estudos mais recentes tém confirmado os resultados obtidos anteriormente, de que a centrifu-

gagéo ndo produz efeitos deletérios sobre as caracteristicas de motilidade e fertilidade do
sémen eqiiino (6, 16, 18,21, 35, 47, 48, 67, 74, 90, 94, 95, 108, 109, dentre outros)

PICKETT et al. ) conduziram cinco experimentos para determinar o efeito da centrifugagio
na motilidade e fertilidade do sémen diluido ou néo, bem como o efeito do nivel de plasma se-
minal e taxa de dilui¢fio na sobrevivéncia espermdtica durante a incubagio, antes e apds o con-
gelamento. Em um primeiro experimento, verificaram que a centrifugacio do sémen diluido a
370 g ou 829 g ndo alterou a motilidade pré ou pés-congelamento. Entretanto, a redugio do
plasma seminal de 10% para 2% reduziu (P < 0,05) a motilidade pré e pos-congelamento. A




centrifugagdo do sémen néo diluido a 956 g reduziu significativamente (P < 0,05) a motilidade
pré congelamento em relagio & centrifugagio a 428 g, mas ndo apds congelamento,
independentemente da concentragiio de plasma seminal. Apenas tendenciosamente as amostra
centrifugadas a 956 g apresentaram motilidade pés-congelamento inferior as manipuladas a
428 g. Segundo os autores, um fato surpreendente foi a motilidade superior apresentada pelas
amostras ndo diluidas antes da centrifugagio em relagio as diluidas, mesmo quando
submetidas a forgas centrifugas superiores e teoricamente a um maior estresse, embora essa se
diferenga ndo fosse estatisticamente significativa. Entretanto, deve-se considerar a presenga no
diluidor utilizado por eles de duas substincias toxicas aos espermatozdides do garanhdo, o Tris
e o glicerol (diluidor: tris/glicose/glicerol/dcido citrico/gema de ovo). Além disso, tanto no
sémen diluido quanto no néo diluido, as amostras centrifugadas apresentaram uma motilidade
pos congelamento superior as nao centrifugadas. f

Em um segundo experimento, os mesmos autores encontraram que se por um lado a
centrifugagdo a 956 g ndo foi deletéria para os espermatozéides, a remogdo completa do
plasma seminal reduziu (P < 0,05) a motilidade pré e pds-congelamento. De igual forma, a
redugdo do plasma seminal de 10% para 2%, alterou a motilidade pos-congelamento (P <
0,05). Em um terceiro experimento, avaliaram com mais profundidade o efeito do nivel de re-
tengdo do plasma seminal (3 a 50%) e da taxa de dilui¢do (1:1 a 1:32) sobre a motilidade pré e
pos congelamento. Com relagdo & motilidade pré-congelamento, a taxa de dilui¢io de 1:4 foi
superior (P < 0,05) & de todas as outras taxas de dilui¢do (1:1, 1:2, 1:8, 1:16, 1:32). Quanto a
motilidade pés congelamento a taxa de diluigio de 1:4 sé ndo foi superior a de 1:8. Além
disso, retengdes de plasma seminal superiores ou inferiores a 20%, foram acompanhadas por
quedas nas motilidades pré e pds-congelamento.

Em um quarto experimento, os autores testaram diferentes concentragdes de plasma seminal
no diluidor utilizado para ressuspender os espermatozdides apés uma centrifugagio a 956 g
durante 3 minutos, apds a eliminagdo completa do plasma seminal. Os espermatozdides em
diluidores com 10 e 20% de plasma seminal exibiram maior motilidade pré congelamento (P <
0,05) em relagéio aos diluidores com outros niveis de plasma seminal (0, 5, 30 e 50%). Com
relagio 4 motilidade poés congelamento, o maior valor numérico foi apresentado pelos
espermatozoides mantidos no diluider com 20% de plasma seminal. Entretanto, uma diferenca
estatisticamente significativa foi observada apenas em relagio ao diluidor incluindo 50% de
plasma seminal. Neste experimento, tanto a motilidade pré-congelamento (3 a 21%) como a
pos-congelamento (2 a 10%) foram muito baixa, independentemente do nivel de plasma
seminal no diluidor. Segundo os autores, virios fatores podem ter sido responsdveis por estes
achados: periodo de incubagdo do sémen, auséncia do plasma seminal por um curto periodo
apos a centrifugagéo, incompatibilidade de substancias estranhas do plasma seminal de outros
garanhbes com os espermatozdides e desnaturagido pelo congelamento de componentes
essenciais do plasma seminal, necessdrios 4 manutengdo da motilidade espermética.
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Em um quinto experimento, tendo como ponto final a fertilidade de éguas, utilizaram quatro
tratamentos: | - éguas inseminadas com sémen nio congelado e ndo centrifugado (n = 26); II -
éguas inseminadas com sémen centrifugado, nio congelado (n = 26); 111 - éguas inseminadas
com sémen ndo centrifugado, congelado (n = 30); IV - éguas inseminadas com sémen
centrifugado e congelado (n = 30). As taxas de concepedo foram de 80,9%, 73,1%, 333% e
45,8% (P > 0,05), respectivamente, para os tratamentos LI IMeTV.

MARTIN et al. ®® propuseram a utilizagio do diluidor de Merck, anteriormente utilizado para
a conservagio do sémen de varrdes a 15°C, como meio de diluigdo do sémen pré-
centrifugagdo. Os espermatozdides diluidos neste meio pré-centrifugacio, ressuspendidos e
congelados em macrotubos apresentaram uma motilidade (%) ap6s o descongelamento de 42,0
* 3 (n = 19), superior (P < 0,05) a apresentada pelo sémen centrifugado sem diluigdo, antes do
congelamento, de 32,9 + 29 (n = 19) e a do sémen congelado em pellets, de 32,2 + 2,5 (n =
19). A centrifugagio utilizada neste experimento foi de 1000 g por cinco minutos.

LOOMIS et al. @), utilizando como ponto final a recuperagdo de embrices aos oito dias apés
a ovulagdo, processaram o sémen de dois garanhdes como se fosse para congelar, envasando-o
em palhetas de 1,0 ml com doses de 250 x 10°, levando-se em consideragio a concentragio
pré centrifugagio (Grupo I - n = 25 ¢guas). Ejaculados dos mesmos garanhdes e, algumas
vezes fragoes dos mesmos ejaculados foram diluidos em 10 ml de leite desnatado aquecido, e
utilizadas para inseminar as ¢guas do grupo controle (Grupo II - n = 25). As taxas de
recuperagdo de embrides foram de 48% ¢ 72%, respectivamente, para os grupos I ¢ Il (P >
0,05). Claramente, o processamento do sémen, incluindo a centrifugagio e ressuspensao em
um diluidor lactose-gema, nio foi um severo impedimento para a fertilidade. Entretanto, hd
que se considerar a diferenga numérica de 24% entre os dois grupos. Além disso, quando se
comparou a sensibilidade do sémen dos dois garanhdes ao processamento houve uma diferenca
substancial. Para o garanhdo 1 a taxa de recuperagio de embrides do sémen processado (58%)
foi de 84% daquela obtida com o sémen nio processado (69%). A resposta do sémen do
garanhio 2 ao processamento foi desastrosa, com uma taxa de recuperagio de embrides de
apenas 51% daquela obtida com o processado (38%) em relagdo ao ndo processado (75 %).

PALMER ©7) avaliou o efeito da percentagem de plasma seminal no diluidor apés a
centrifugagdo, tendo como ponto final a sobrevivéncia espermdtica, apds a conservagio por 24
h a 4°C. Para tal, utilizou cinco diluidores e dez ejaculados. A percentagem de sobrevivéncia
espermadtica para incorporagoes no diluidor de 0, 10, 20 ¢ 50% de plasma seminal, foi de 55,9
+4,2; 50,8 +4,6; 44,2+ 6,5¢ 27,3 + 3,5, respectivamente. As presengas de 0 ¢ 10% de plasma
seminal foram iguais entre si quanto a sobrevivéncia espermdtica, mas diferentes (P < 0,05)
das sobrevivéncias obtidas com 20 e 50% de plasma no diluidor. Além disso, a sobrevivéncia
espermdtica no diluidor com 50% de plasma seminal foi inferior (P < 0,05) a obtida com 20%
de plasma seminal.
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COCHRAN et al. (16 realizaram dois experimentos para verificar o efeito de diferentes proce-
dimentos de centrifugagdo sobre a motilidade espermatica, a diferentes intervalos de avaliagio
e sobre a motilidade apds o descongelamento. No primeiro experimento (fatorial 2 x 2 x 5), o
efeito de dois métodos de centrifugagio e de dois volumes de sémen diluido sobre a motilidade
espermatica foi avaliado a cinco intervalos apds a centrifugagio. Para tal, o sémen foi diluido
a 50 x 109 sptz/ml no meio citrato-EDTA e centrifugado por dois métodos: a) Diluigio com
citrato-EDTA e centrifugagio a 400g por 10 minutos e b) dilui¢io com citrato-EDTA
contendo 5 mg/ml de dlcool polivinilico (PVA) e centrifugado a 650 g por 15 minutos. As
amostras foram centrifugadas em tubos de 50 ml, com volumes de 20 ¢ 40 ml. A motilidade
foi avaliada aos 0, 20, 40, 60 e 90 minutos apés a centrifugacido. A percentagem de células
recuperadas no “pellet” foi similar (P > 0,05) para ambas as forgas centrifugas utilizadas (76%
para 650 g e 72% para 400 g). Entretanto, a sedimentagdo foi mais eficiente (P < 0,01) nas
amostras centrifugadas com 20 ml de sémen diluido em relagdo ds com 40 ml. A percentagem
de células mdveis a cada intervalo apds a centrifugagdo nao foi influenciada (P > 0,05) pela
forga centrifuga ou pelo volume de sémen diluido, mas aumentou com o tempo de incubagdo.
A motilidade foi de 30% logo apds a centrifugagdo, 39% aos 20 minutos ¢ de 43% aos 90
minutos. Os valores médios aos 20 e 40 minutos ou 60 e 90 minutos diferiram.

No segundo experimento, utilizaram um fatorial 2 x 2 para comparar dois procedimentos de
centrifugacio e dois intervalos entre a centrifuga¢do e o congelamento. A metade de cada
ejaculado foi diluida 1:1 com glicose-EDTA a 37°C, incubada por cinco minutos em tubos de
50 ml, utilizando-se um volume mdximo de 40 ml ¢ uma centrifugagio a 650 g por 15 minutos
(Procedimento A). A outra metade do ejaculado foi diluida a 50 x 10%ptz/ml em citrato-
EDTA a 20°C, com cerca de 40 ml do sémen diluido sendo colocado em tubos de centrifuga de
50 ml, que recebiam em sua parte inferior 0,25 ml de glicose-EDTA. A centrifugagio neste
caso foi realizada a 400 g por 15 minutos (Procedimento B). A motilidade para ambos os
procedimentos foi avaliada aos 0, 30, 40, 60 ¢ 90 minutos apds a centrifugagio. Além disso,
amostras submetidas aos dois procedimentos foram dlluldas em lactose/EDTA/gema de ovo
com 4% de glicerol a uma concentragio de 500 x 100 espermatozoides/ml e congeladas 30 ou
40 minutos apos a diluigdo. A percentagem de espermatozoides recuperados no “pellet” com
os dois procedimentos utilizados para a centrifugagio ndo diferin (P > 0,05). A recuperagio
média foi de 91% (80 a 120%) para o Procedimento A e de 92% (78 a 105%) para o
Procedimento B. Entretanto, quanto i motilidade, o Procedimento B foi superior (P < 0,01) ao
Procedimento A. Os valores de motilidade médios foram de 46 ¢ 35%, respectivamente, para
os Procedimentos B ¢ A. Para ambos os procedimentos, a percentagem de espermatozoides
méveis melhorou entre 0 ¢ 30 ou 40 minutos apos a centrifugagio (P < 0,05) mas foi similar
a0s 30 e 40 minutos ou 40, 60 ¢ 90 minutos. Além disso, concluiram que apds o congelamento
e descongelamento a percentagem média de espermatozdides maveis foi similar para as
amostras mantidas por 30 ou 40 minutos apds a diluigio (35 x 34%) ou centrifugadas pelos
procedimentos A e B. Entretanto, quando as amostras dos dois intervalos (30 ¢ 40 minutos)
foram agrupadas dentro de cada Procedimento, houve superioridade do procedimento B em
relagio ao A quanto a motilidade (36% x 31%).
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Mais recentemente, TEKIN et al. 9 ¢ WOCKENER et al. (199) observaram que O processa-
mento do sémen pela centrifugagio e posterior ressuspensao dos espermatozdides em um dilui-
dor ideal, com glicina e gema de ovo (Dimitropoulos), com estocagem a 5°C, tem fornecido
valores de motilidade superiores aos dos espermatozoides mantidos em um diluidor de leite
desnatado-glicose. Utilizando o mesmo diluidor, diferentes autores tém mencionado taxas de
concepgdo relativamente boas para os espermatozdides submetidos 2 centrifugacio,
ressuspensdo, resfriamento e transporte a longas distancias. Assim, utilizando tal metodologia,
taxas de concepgdo de 70% a 84% para sémen armazenado por 24 a 72 h, tém sido citadas ©
2L,95)_ Além disso, taxas de concepeio extremamente altas foram apresentadas por VAN DER
HOLST ®4) para o sémen de trés garanhdes, conservado por um periodo superior a trés dias,
de 81% (47/58), 100% (4/4) ¢ 100% (6/6) para os garanhdes 1,2 e 3. Entretanto, em todos os
trabalhos utilizando o diluidor de Dimitropoulos associado a centrifugagio, ndo foi possivel
separar o efeito benéfico da eliminagio do plasma seminal da presenca de 20% de gema de
ovo no diluidor, que pode ter sido, pelo menos em parte, responsdvel pela protegio dos
espermatozdides  submetidos a um conjunto de forgas = estressantes: centrifugacio,
ressuspensao, resfriamento, transporte e armazenamento.

HEISKANEN et al. 33), utilizando dois diluidores (Kenney & Kenney, modificado pela
inclusdo de teofilina e Hepes) e um conjunto de procedimentos que incluia: centrifugagdo,
eliminagdo do plasma seminal, utilizagao de um bom diluidor antes e apos a centrifugagio,
envasamento em bolsas pldsticas com nenhum espago de ar e resfriamento vagaroso para 5 - 7
°C, foram capazes de manter boa motilidade por um periodo de 24 h e, sob algumas
circunstancias, por até 4-5 dias. A centrifugagio e a suplementagio do diluidor com Hepes e
teofilina foram benéficas a sobrevivéncia espermitica. Além disso, a centrifugacio prolongou
a sobrevivéncia por longo periodo de tempo, especialmente durante o segundo e terceiro dias
de estocagem. Utilizando o procedimento descrito anteriormente, inseminaram 21 éguas com o
sémen estocado por 24 h no diluidor de Kenney (n=11) e Kenney modificado (n = 10), com
taxas de concepgio de 82% (9/11) e 70% (7/10), respectivamente.

A diluigio do ejaculado total em um diluidor adequado tem sido o principal procedimento
utilizado pela maioria dos pesquisadores para reduzir os efeitos nocivos do plasma seminal
sobre os espermatozéides, principalmente quando se pretende resfriar, armazenar efou
transportar 0 sémen a longas distancias. A taxa de diluigdo ideal para o sémen do garanhio
ainda requer maior mimero de estudos. Entretanto, um razodvel conhecimento tem sido
acumulado com o sémen de outras espécies, indicando que uma excessiva diluigao do sémen
reduz a viabilidade espermdtica, um fenémeno conhecido como “efeito diluigdo”. De uma
ampla discussdo realizada por VARNER et al. ©9), incluindo um grande nimero de trabalhos
envolvendo outras espécies, pode-se retirar as seguintes informagdes sobre o fendmeno: a) a
ocorréncia do “efeito diluigdo” tem sido bem caracterizada em muitas espécies, incluindo boi,
coelho, carneiro, cio e homem; b) falhas para détectar o "efeito dilui¢ao”, provavelmente
devidas a dois fatores: grau de dilui¢do e composi¢do do diluidor; ¢) a dilui¢do do sémen, se
niao excessiva, aumenta a motilidade espermdtica; d) o impedimento da viabilidade
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espermdtica geralmente ndo ocorre até que a concentragdo caia abaixo de 20 x 100 sptz/ml; e)
a adigdo de compostos tais como leite, gema de ovo e proteinas séricas ao diluidor também
aumentam marcadamente a resisténcia espermadtica aos efeitos deletérios de uma alta taxa de
diluigdo do sémen.

MILOVANOV et al. ©% estabeleceram a taxa de diluigio 6tima de 1:3 (sémen:diluidor),
quando a sobrevivéncia espermdtica aumentou de 11 a 12 vezes em relagdo ao sémen néo
diluido.

MIHAILOV 4 estudou a influéncia da taxa de diluigio sobre a sobrevivéncia espermatica,
em um diluidor a base de leite de égua. Os espermatozdides sobreviveram 100 h em uma
dilui¢do 1:1; 124 h em uma diluigdo 1:2; 136 a 146 h em diluigdes de 1:4 a 1:25 e 120 h em
uma diluigdo 1:50. Além disso, verificou que a taxa de dilui¢gdo 6tima para manutengio da
viabilidade espermitica em diluidores a base de leite de vaca, de ovelha e de cabra foi de 1:3 a
1:8. O mesmo autor, em 1955, trabalhou com o sémen de diferentes garanhées, diluido em
leite integral de vérias espécies, estabelecendo as taxas de dilui¢io 6timas de 1:4 a 1:25. Além
disso, a sobrevivéncia espermadtica foi maior nestas taxas, quando comparadas as de 1:1 a 1:3.

PALMER ©7) avaliou o efeito da taxa de diluigdo sobre a sobrevivéncia espermética no sémen
estocado a 4°C por 24 horas, utilizando para tal 14 diluidores e 10 ejaculados. Para taxas de di-
luigdo de 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20, a sobrevivéncia espermatica foi de 41,2 + 1,5, 54,9 + 1,5, 57,2
+ 1,5 ¢ 56,4 £ 1,5, respectivamente. A percentagem de sobrevivéncia para a taxa de diluigio
1:2 foi inferior (P < 0,05) & de todas as outras taxas estudadas. Entretanto, trabalhos realizados
por CLAY et al. (1) ¢ SQUIRES et al. %) ndo confirmaram as observagoes de PALMER (67) ¢
estabeleceram que a excessiva diluigdo do sémen leva a redugdo da viabilidade espermatica.
CLAY et al. 19 avaliaram o efeito da dilui¢io do sémen 1:1 a 1:10 em um diluidor glicose-
EDTA antes da centrifugagio e observaram que a motilidade espermadtica reduziu-se entre 0 ¢
90 minutos ap6s a centrifugagio, com aumento da taxa de diluigdo. Além disso, verificaram
que a incluséo de dlcool polivinilico ou albumina sérica ao diluidor glicose-EDTA foi capaz de
proteger os espermatozoides contra o "efeito diluigdo”, mesmo a taxas de diluigio de 1:10 a
1:30. Consideragoes mais profundas sobre o experimento realizado por SQUIRES et al. (%)
serdo apresentadas no item 3.2, a seguir.

3.2 Influéncia do volume de sémen ¢ concentragiio espermitica na fertilidade de éguas
inseminadas

O nimero de espermatozoides necessdrios por dose inseminante para médxima eficiéncia
reprodutiva no eqiiino, tem recebido limitada consideragdo da maioria dos pesquisadores. Em
sua maior parte, a fertilidade do sémen diluido tem sido comparada a do sémen fresco efou a
da monta natural, mas o nimero de espermatozéides ndo tem sido suficientemente controlado
para permitir determinar os tratamentos mais desejdveis 79, Inicialmente, grandes volumes de
sémen eram recomendados durante as inseminagdes, o que conseqiientemente levava a
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utilizagdo de um mimero desnecessariamente alto de espermatozéides. Havia expectativa de
que redugdes acentuadas no volume de sémen e do nimero de espermatozoides diminuiriam,
drasticamente, a eficiéncia reprodutiva das éguas inseminadas, em virtude destes
procedimentos distanciarem muito do que ocorre com a monta natural, em que o garanhdo
deposita um ejaculado volumoso no iitero das €guas. Assim, KEDROV (“0) estabelecen que,
para alcancar altos niveis de fertilidade, as doses inseminantes deveriam ter de 15 a 35 ml,
com nao menos do que 1,5 a 2,0 x 10° espermatozoides /dose para obter uma taxa de
concepedo de 90%. Além disso, cita que uma redugdo do mimero de espermatozdides para 5 x
108 a 1,5 x 10° reduziu a taxa de concepgdo para 65 -70%. Coincidentemente, SKATKIN (85
concluiu que o volume minimo de sémen diluido a ser utilizado com sucesso na inseminacio
artificial de eqiiinos era de 20 ml, mas que um volume de 30 - 40 m] foj mais satisfatorio.
Entretanto, intimeros experimentos realizados posteriormente tém estabelecido uma relagdao
direta da concentragio espermitica com a fertilidade, mas nio com o volume da dose
inseminante. PICKETT et al, (72), compilando dados de vdrios experimentos realizados na

(1.52), Coincidentemente, menos €guas tornaram-se gestantes apds cobrigdes no cio pés-parto,
em presenca de fluido no 1tero, quando comparadas com as éguas cobertas com nenhum
fluido no tero 9. Da mesma forma, em outro estudo com éguas ndo lactantes, a taxa de
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concepgdo aos 11 dias foi mais baixa quando o fluido era detectado no ttero um ou dois dias
ap6s a ovulagio. A morte embriondria precoce foi maior neste grupo de éguas G

Segundo SQUIRES et al. %), ndo tem sido pesquisado o possivel efeito nocivo de grandes vo-
lumes inseminantes (sémen ou diluidor) sobre a fertilidade de éguas. Na tentativa de
responder a tal indagagdio realizaram dois experimentos para determinar se volumes
inseminantes de 100 ou 200 ml eram nocivos a fertilidade. Em um primeiro experimento, as
éguas foram distribuidas ao acaso em trés tratamentos, assim que apresentavam cio: 100 x 108
espermatozdides moveis diluidos em 10, 100 ou 200 ml de um diluidor de leite desnatado-
glicose. As éguas foram inseminadas em dias alternados, a partir do segundo ou terceiro dia de
cio ¢ os embrides foram coletados aos seis ou sete dias apds a ovulagio. As taxas de
recuperacio de embrides foram bastante baixas, em todos os tratamentos do Experimento L,
possivelmente pela utilizagio de um nimero inadequado de espermatozoides/dose
inseminante. Assim, as taxas de recupera¢do de embrides para as éguas inseminadas com 100
ml (1 de 10; 10%) ou 200 ml (0 de 8; 0,0%) ndo foram diferentes (P > 0,05), mas o mimero de
embrides recuperados de éguas inseminadas com 200 ml (0 de 8; 0,0%) foi menor (P < 0,05)
do que aquele das éguas inseminadas com 10 ml (4 de 10; 40,0%). Em um segundo
experimento, SQUIRES et al. (¥3) utilizaram um numero maior de espermatozoides moveis
por dose inseminante (250 x 100 espermatozoides /dose) diluidos em um diluidor de leite
desnatado-glicose e inseminaram as éguas , ao acaso, com volumes inseminantes totais de 10
ou 100 ml, assim que exibiam cio. O nimero de embrides recuperados das éguas inseminadas
com 10 ml (12 de 17; 70,6%), em relagdo ao obtido das inseminadas com 100 ml (3 de 22;
13,6%) diferiu (P < 0,001). Foi aparente destes resultados que volumes inseminantes de 100 ml
ou mais, reduzem a fertilidade. Os autores postulam que a utilizagdo de doses inseminantes
com grandes volumes podem levar ds seguintes conseqiiéncias: a) refluxo de considerdvel
quantidade de sémen apos a inseminagdo, podendo resultar em numero insuficiente de
espermatozdides alcangando o oviduto para a fertilizagio; b) necessidade de maior niimero de
espermatozoides/dose inseminante para se conseguir taxas de concepgdo superiores, em
virtude do refluxo do sémen; c) irritagdo do endométrio, desde que tem sido mostrada uma
relagdo entre baixas taxas de concepgdo e a presenga de fluido no ttero de éguas, durante o
cio; d) aumento do nimero de bactérias introduzidas no dtero durante a inseminagdo; €)
finalmente, a baixa fertilidade alcangada em presenga de grandes volumes inseminantes pode
ser devido ao efeito de diluigdo. Tem sido mostrado que excessiva diluigdo dos esperma-
tozdides do garanhio resultam em motilidade espermdtica reduzida.

O mimero de éguas que podem ser inseminadas por dose inseminante depende do mimero de
espermatozoides do ejaculado e do nimero de espermatozoides necessdrios por dose insemi-
nante, para a méxima eficiéncia reprodutiva. A literatura envolvendo o tema em questdo €
escassa ¢ conflitante, € 0 mimero 6timo de espermatozdides por inseminagdo tem sido bem
estabelecido para os suinos ¢ bovinos, mas ndo para os egiiinos (1%4). Entretanto, dramaticos
progressos tém sido conseguidos com respeito & redugio do nimero de espermatozdides por
dose inseminante, sem redugdo concomitante da fertilidade 2). Apesar disso, algumas condi-
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¢oes devem ser observadas quando do estabelecimento do nimero minimo ideal de esperma-
tozoides a ser utilizado em um programa de inseminagio artificial, merecendo énfase:
condigoes de manejo do haras, qualidade do sémen do garanhao, tipo de diluidor utilizado,
duragdio da viabilidade dos espermatozdides “in vitro” e “in vivo”, freqiiéncia de inseminagdes,
tipo de sémen utilizado (fresco, resfriado ou congelado) e duracdo da estocagem, dentre outras.
De 1940 a 1975, a redugdo do nimero de espermatozoides recomendado por dose inseminante
foi drdstica. Enquanto a dose recomendada por KEDROV “0) era de 1,5 a 2 x 107 esperma-
tozoides para méxima eficiéncia reprodutiva, PACE & SULLIVAN (3 verificaram que a taxa
de parigio utilizando sémen congelado foi melhorada quando da utilizagdo de 80 x 10°
espermatozdides/dose, quando comparada i obtida com a utilizagdo de 40 x 10° espermatozoi-
des dose; entretanto, nao houve efeito adicional, quando o nimero de espermatozoéides foi au-
mentado para 160 x 10° espermatozéides/dose.

A maioria dos estudos relacionados ao efeito das concentragdes espermdticas sobre a
fertilidade de éguas foi conduzida por um grupo de pesquisadores da Universidade do
Colorado e apresentada, com detalhes, por PICKETT et al. 7% 72) ¢ VOSS & PICKETT (14,
Excegdes  regra sdo os trabalhos conduzidos por PALMER (¢7) ¢ WITTE (108),

Em um primeiro experimento, PICKETT et al. 7% compararam a fertilidade de 100 ou 500 x
10° espermatozoéides moveis/dose inseminante. Para tal, utilizaram 14 ciclos de éguas por
tratamento ¢ obtiveram uma taxa de concepgdo, no primeiro ciclo, de 44,4% (4/9) e 33,3%
(3/9), respectivamente, para as éguas inseminadas com 100 x 10° (I) e 500 x 10°
espermatozoides/dose inseminante (IT). Apds dois ciclos, a taxa de concepgio foi de 42,9%
(6/14) e de 35,7% (5/14) para os tratamentos I e II, na mesma ordem anterior. Apesar do
pequeno mimero de éguas por grupo, a fertilidade foi baixa e ndo significativa (42,9% vs
35,7% - P > 0,05), sendo provocada, possivelmente, pela utilizagdo de éguas subférteis no
experimento. Em um continuo esfor¢o para determinar o mimero minimo de espermatozoides
para a maxima eficiéncia reprodutiva, os mesmos autores utilizaram 26 éguas divididas em
dois grupos e inseminadas com 250 (I) ou 500 x 10® espermatozdides méveis (I) por dose
inseminante. A taxa de concepgio foi de 84,6% e 76,9% para os tratamentos I e IT (P > 0,05).
Além disso, a taxa de concepgdo por ciclo foi de 57,9% e 50% para os tratamentos I e I, na
mesma ordem anterior. No mesmo experimento, compararam ainda, a fertilidade de éguas
inseminadas com 500 (I) ou 100 x 10° espermatozoéides moveis (1), diluidos em 10 ml de um
diluidor & base de Tris a 2,4% (rico em ions H* e apresentando glicerol em sua formulagéo),
com a fertilidade de éguas inseminadas com o sémen fresco, ndo diluido, ¢ uma concentragio
espermdtica de 500 x 10° espermatozdides moéveis/dose inseminante (IIT). A taxa de
concepgdo, ao primeiro ciclo, foi de 22,2% (4/18), 11,1% (2/18) ¢ de 61,1% (11/18), para os
tratamentos I, II e III, respectivamente. Os resultados dos tratamentos I e Il diferiram dos do
tratamento III (P < 0,05). Apds quatro ciclos, a taxa de concepgdo foi de 72,2% (13/18), 27,8%
(5/18) e de 88,9% (16/18) para os tratamentos I, Il e III, na mesma ordem anterior. A taxa de
concepgio apds quatro ciclos com tratamentos seminais de 500 x 109 espermatozéides moveis
(I e III) foi significativamente mais alta do que aquela obtida pelas éguas inseminadas com
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100 x 10° espermatozéides moveis (IN. A taxa de prenhez por ciclo foi de 26,0; 8,5 ¢ 57,4%
para os tratamentos L, I ¢ III (P < 0,05). O ntiimero de ciclos por égua foi de 2,8; 3,3 ¢ 1,6 para
os tratamentos L e I (Ie M vs I - P < 0,05). Além disso, a eficiéncia de prenhez foi de 5,3;
2,2 ¢ 8,2 para os tratamentos I, I e III (I'e II vs II - P < 0,05), na mesma ordem anterior. O
dilvidor com 2,4% de Tris deprimiu a fertilidade, em virtude do efeito nocivo dos fons HY e do
glicerol sobre as células espermaticas do eqiiino. Além disso, verificou-se que o efeito do
diluidor ruim e do baixo nimero de espermatozdides foi aditivo e explica os resultados
desastrosos apresentados pelo tratamento I1.

DEMICK et al. @) realizaram um experimento fatorial com duas concentragdes (100 ou 500 x
108 espermatozoides progressivamente moveis/dose inseminante) e quatro tratamentos semi-
nais: a) inseminagdes realizadas com o sémen fresco, diluido dentro de 1 h apos a colheita a
38°C (I); b) apds o resfriamento por 2 h a 5°C (II); ¢) apds o resfriamento por 2 h mais a adigio
de 7% de glicerol (1) e, d) ap6s o resfriamento por 24 h (IV). Foram utilizadas 72 éguas inse-
minadas com o diluidor creme-gelatina, sendo a metade com 500 x 106 (A) e a outra metade
com 100 x 10° espermatozdides progressivamente moveis (B). A taxa de concepedo para o pri-
meiro ciclo foi de 38,9% ( 14/36) e de 25% (9/36) para os tratamentos A e B, respectivamente.
Ao final de trés ciclos, a fertilidade foi de 75% (27/36) e de 63,9% (23/36) para os tratamentos
A e B (P > 0,05). Além disso, considerando a concentragdo de 500 x 10° espermatozéides por
dose inseminante, a fertilidade foi de 100% (99), 77,8% (7/9), 55,6% (5/9) e 66,7% (6/9) para
0s tratamentos I, II, Il ¢ IV, respectivamente. Para a concentragdo de 100 x 106
espermatozoides /dose inseminante, a fertilidade foi de 88,9% (8/9), 88,9% (8/9), 33,3% 3/9)
¢ 44,4% (4/9), na mesma ordem anterior. Para os dois primeiros tratamentos seminais (I-
sémen fresco e II - resfriado por 2 h), exatamente o mesmo mimero de éguas ficou gestante
(16/18 - 88,9%) quando inseminadas com 500 ou 100 x 10 espermatozéides moveis.
Entretanto, com o terceiro tratamento seminal (sémen resfriado por 2 h mais 7% de glicerol),
somente 3 de 9 éguas (33,3%) ficaram gestantes apos a inseminagdo com 100 x 109
espermatozdides, havendo uma diferenga de 22,3% em relagdo as éguas inseminadas com 500
x 108 espermatozéides (5/9 - 55,6%). Além disso, quando o sémen foi resfriado por 24 h a
5°C, a fertilidade foi de 66,7% (6/9) ¢ de 44,4% (4/9) para os tratamentos A e B, havendo
também uma diferenca de 22,3% entre os tratamentos. Segundo os autores, pode-se concluir
que quando os espermatozdides sio submetidos a cstresses severos, tais como a adigio de
glicerol ou estocagem por 24 h em um diluidor creme-gelatina a 5°C, uma concentragao
espermdtica de 100 x 10° espermatozdides moveis nao ¢ suficiente para manter a maxima
eficiéncia reprodutiva. Entretanto, se os garanhdes forem altamente férteis ¢ os métodos de
colheita e manipulagio do sémen adequados, esta concentragio espermdtica poderd responder
por uma alta taxa de concepgio , se as ¢guas forem inseminadas em dias alternados.

HOUSEHOLDER et al. 37 gbservaram que a fertilidade, ao primeiro ciclo, de éguas
inseminadas com 50 x 100 espermatozéides moveis (I) foi de 20,8% (5/24), contra 16,7%
(4/24) para as éguas inseminadas com 500 x 10© espermatozoides moveis (II). Ao final de trés
ciclos, as taxas de concepgdo foram 37,5% (9/24) e 75,0% (18/24) para os tratamentos I e II
(P<0,05). Além disso, as taxas de prenhez por ciclo foram 12,2% e 30,5%, na mesma ordem
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(P<0,05). O nimero de ciclos por égua (3,1 vs 2,5) ¢ 0 numero de ciclos/prenhez (8,2 vs 3,3),
também apresentaram diferengas entre os tratamentos I ¢ 11 (P < 0,05). Segundo os autores,
pode-se concluir que uma concentragio espermdtica de 50 x 106 espermatozéides/maveis/dose
inseminante, em um esquema de inseminagdes em dias alternados, foi insuficiente para uma
mdxima eficiéncia reprodutiva.

PALMER 7 niio foi capaz de detectar diferengas estatisticamente significativas quando utili-
zou concentragdes espermdticas de 200 ou 400 x 10% espermatozdides moveis/dose in-
seminante. A fertilidade foi de 45% ( n = 152 ciclos) para as éguas inseminadas com 400 x
100 espermatozoides ¢ de 48% (n = 122 ciclos) para as inseminadas com 200 x 100
espermatozoides moéveis/dose inseminante (P > 0,05).

Compilando dados de vdrios experimentos e considerando apenas os tratamentos controle com
sémen diluido ou ndo, PICKETT et al. 72 compararam as taxas de concepgio de éguas
inseminadas com 50 x 10%(I), 100 x 10%(IT) e 500 x 106 espermatozéides moveis (I10) por dose
inseminante. As taxas de prenhez, ao primeiro ciclo, foram 22,2% (8/36), 40,6 (13/32) ¢ 54.5%
(73/134) para os tratamentos L, II ¢ III, respectivamente. Ao final de trés ciclos, as taxas de
concepeao foram de 41,7% (15/36), 65,6% (21/32) e 81,3% (109/134) para os tratamentos I, 11
¢ III, na mesma ordem anterior.

WITTE (%) comparou o efeito de diferentes concentragdes espermaticas sobre a fertilidade de
¢guas inseminadas com o sémen de dois diferentes garanhdes. Para o garanhiio A, as taxas de
concepgdo foram de 25% (5/20), 53,3% (8/15), 57,1% (12/21), 38,7% (12/31) e de 42,9%
(12/28) para concentragbes menores que 250, 250-300, 300-350, 350-500 ¢ maiores que 500 x
106 espermatozdides/dose inseminante, respectivamente. A fertilidade das éguas inseminadas
com menos de 250 x 109 espermatozoides foi inferior (P < 0,05) a das éguas inseminadas com
300-350 x 10° espermatozéides moveis/dose inseminante. Para o garanhdo B, as taxas de con-
cepgio foram de 38,5% (5/13), 54,5% (6/11), 50% (9/18) e 61,5% (8/13) para concentragoes
de 250-400, 400-500, 500 e acima de 500 x 10° espermatozoides moveis/dose inseminante,
respectivamente. Néo foram observadas diferengas significativas entre as taxas de concepgao
obtidas com as diferentes concentragdes espermiticas utilizadas.

3.3 Efeito de crioprotetores sobre as caracteristicas de motilidade e na fertilidade de
éguas inseminadas

O glicerol tem sido o crioprotetor mais comumente utilizado no processo de congelamento do
sémen da maioria das espécies domésticas. Além disso, inimeros pesquisadores tém citado
que a adigdo de glicerol ao diluidor melhorou a fertilidade do sémen do bovino quando do
armazenamento a 5°C e utilizagdo por vérios dias apds a colheita & 3. 26, 89, 107) Eniretanto,
com respeito ao glicerol, a reagio fisiolgica do espermatozdide do eqiiino aproxima-se mais
do espermatozéide do suino do que do bovino ?2), j4 que tem sido demonstrado repetidamente
pela literatura o efeito contraceptivo do glicerol sobre a fertilidade do sémen do suino 2 60),
Tal fato, tem sido confirmado pela maioria dos trabalhos envolvendo a utilizagio do glicerol
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em diluidores de sémen fresco, no eqiiino 3. 47, 63, 74,77, 99, 101, 102)_ Exceces 4 regra foram
apresentadas em um trabalho de fertilidade utilizando um pequeno mimero de animais 03 ¢
num estudo “in vitro”, envolvendo a manutengio da motilidade do sémen (75),

VLACHOS (192) realizou um trabalho comparativo envolvendo 3.240 éguas, sobre a fertilidade
do sémen eqiiino diluido em trés diluidores. Para um diluidor gema de ovo-bicarbonato-glicose
a fertilidade foi de 30%. Com um diluidor & base de leite desnatado, a fertilidade aumentou
para 41,9%. Entretanto, a adi¢do de 10% de glicerol a este diluidor diminuiu a fertilidade para
31,4%. Deve-se salientar que os indices de concepgio alcangados, embora baixos, foram
superiores ao de 26%, apresentado para a monta natural, realizada nas mesmas condi¢des. Em
outro experimento, envolvendo 1.006 éguas, a fertilidade foi de 41,9%, 31,4% e 35,8% para os
diluidores de leite desnatado, leite desnatado com adigdo de 10% de glicerol e o diluente
Baken 2, respectivamente (101, :

A redugdo da fertilidade foi associada a redugdo da sobrevivéncia espermdtica "in vitro”,
quando se adicionou aos diluidores lactose ou glicose-gema de ovo, 5% de glicerol. Além
disso, o efeito de 5% de glicerol foi mais lesivo s células espermdticas do que a incluséo de
6% de etilenoglicol 7). Em relagio a fertilidade, a substitui¢io do glicerol por etilenoglicol
em um diluidor lactose-gema de ovo com estocagem a 18-20°C, proporcionou uma fertilidade
de 60% (6/10 éguas) “¥3). Entretanto, a taxa de concepgio de éguas inseminadas no primeiro
ciclo com um diluidor de lactose-gema de ovo foi de 40% (6/15), superior a de 29% (4/14)
para as éguas inseminadas com 0 mesmo diluidor, mas com a adi¢io do glicerol (/7).

Em um diluidor rico em fons H* (TCA-325), a inclusdo de 7% de glicerol exerceu um efeito
negativo aditivo sobre a taxa de concepgdo. Assim, para éguas inseminadas com 100 x 10°
espermatozoides/dose inseminante em dias alternados, sem qualquer dilui¢do, a taxa de
concepeio foi de 75% (15/20). A dilui¢do do sémen em um diluidor inadequado, rico em ions
H" deprimiu significativamente a fertilidade para 50% (10/20). A inclusdo de glicerol a este
diluidor, apresentou um efeito aditivo depressor sobre a fertilidade obtida - 35% (7/20) (63,
Tal fato foi confirmado por PICKETT et al. 7, em um trabalho comparando a fertilidade de
éguas inseminadas com o sémen "in natura”; fresco, diluido em diluidores com Tris a 2,4%,
com adigio de glicerol ou com o diluidor creme-gelatina. Em um primeiro experimento, foram
comparadas as taxas de concepgdo de éguas inseminadas com o sémen diluido no diluidor de
tris a 2,4%, com concentragoes de 500 x 10° (I) ¢ 100 x 10° (II) com as obtidas apés a
utilizagio do sémen fresco e¢ uma concentragio de 500 x 10° espermatozéides/dose
inseminante (IIT). As taxas de concepgao foram de 22,2% (4/18), 11,1% (2/18) e 61,1%
(11/18), no primeiro ciclo, para os tratamentos I, II e III, respectivamente, havendo diferenga
entre o tratamento II1 ¢ os tratamentos I ¢ IT (P < 0,05). Apos trés ciclos, as taxas de concepgao
foram de 72,2% (13/18), 27,8% (5/18) ¢ 88,9% (16/18) para os tratamentos I, II1 e III,
respectivamente. Os resultados dos tratamentos 1 e III foram iguais entre si e diferentes dos
apresentados pelo tratamento II (P < 0,05). As taxas de prenhez/ciclo foram de 26; 8,5 e
57,1% para os tratamentos I, Il ¢ III (P < 0,05). O nimero de ciclos por égua foi de 2,8; 3,3
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1,6 para os tratamentos I, II ¢ IIL. As diferencas foram entre os tratamentos I, 1T vs I (P <
0,05). Quanto ao nimero de inseminagoes/ciclo, foram de 2,6; 2,9 ¢ 2,7 para os tratamentos I,
IT ¢ 111, respectivamente (P > 0,05). O volume utilizado por inseminagdo (ml) foi de 13,4; 10,6
¢ 4,2 na mesma ordem anterior (P < 0,05). Além disso, a eficiéncia de prenhez para os trés
tratamentos foi de 5,3; 2,2 e 8,2, havendo diferenga entre os tratamentos I e I vs IT (P < 0,05).

Em um segundo experimento, PICKETT et al. ™) compararam a fertilidade do sémen eqiiino
diluido no diluidor de Tris a 2,4% (I), no diluidor de creme-gelatina (II) ou utilizado fresco,
sem qualquer diluigdo (III). A concentragio utilizada nos trés casos foi de 500 x 106
espermatozoides/dose inseminante, diluidos ou ndo em 10 ml de cada um dos diluidores
utilizados. Ao primeiro ciclo, as taxas de concepedo foram de 37,5% (9/24), 75% (18/24) e
75% (18/24) para os tratamentos I, 1I ¢ III, respectivamente. Apds trés ciclos, foram de 75%
(18/24), 95,8% (23/24) ¢ 91,7% (22/24), na mesma ordem anterior. A taxa de concepeio de
75% para o tratamento [ foi inferior as de 95,8% (II) ¢ 91,7% (III) - (P < 0,05). Em relagdo as
taxas de prenhez/ciclo (40,9 x 76,7 x 71,0) e nimero de ciclos/égua (1,8 x 1,2 x 1,3) os
resultados do tratamento 1 foram diferentes dos apresentados pelos tratamentos IT e 1T (P <
0,05). O mimero de inseminagdes/ciclo foi de 3,1; 2,6 e 3,2, Quanto ao volume de sémen
utilizado por inseminagio, os dados dos tratamentos 1 (11,8 ml) e IT (11,6) foram superiores
aos do tratamento IIT (1,5) - (P < 0,05). Além disso , o mimero de ciclos por prenhez foi de
2,4; 1,3 e 1,4 para os tratamentos L, [T e II1, respectivamente (P > 0,05).

Considerando-se os dois experimentos apresentados por PICKETT et al. (4), pode-se observar
também o efeito aditivo depressor da fertilidade de um diluidor tico em jons H*, quando asso-
ciado ao glicerol (Diluidor de Tris a 2,4%) ¢ acentuado pelo baixo nimero de espermatozoi-
des/dose inseminante (100 x 10° -Experimento I). Além disso, PICKETT et al. (72 citam que a
relagdo de eletrdlitos para ndo eletrdlitos, em um diluidor de sémen, pode ter um efeito
significativo na fertilidade. Nem mesmo a presenca de 22,8 ml de gema de ovo no diluidor de
Tris a 2,4%, capaz de proteger os espermatozdides contra condigoes adversas, tais como
redugio da temperatura ¢ mudangas no pH e pressio osmética (19), foi capaz de contrapor os
efeitos nocivos do glicerol, dos niveis de H* presentes ¢ de uma baixa concentragiio,
interagindo e resultando em baixa fertilidade.

DEMICK et al. @2 realizaram um experimento para comparar a fertilidade do sémen diluido
em um diluidor creme-gelatina e utilizado dentro de 1 h apds cada colheita (D, 2ha5°C (), 2
h a 5°C com adigdo de 7% de glicerol (III) e armazenado por 24 h a 5°C (IV). A metade das
¢guas foi inseminada com 500 x 10 ¢ a outra, com 100 x 10 espermatozéides/dose insemi-
nante, em dias alternados. As taxas de concepgio, ao primeiro ciclo, foram de 56% (10/ 18),
39% (7/18), 6% (1/18) e 28% (5/18) para os tratamentos L, II, IIT e IV, respectivamente. Os
tratamentos I, II ¢ IV foram iguais entre si; os resultados do tratamento III ndo diferiram do IV,
Entretanto, os tratamentos I ¢ II foram diferentes do tratamento IIT (P < 0,05). Ap6s trés ciclos,
as taxas de concepgdo foram de 94% (17/18), 83% (15/18), 44% (8/18) e 56% (10/18),
respectivamente, para os tratamentos I, II, Il e IV. Os resultados dos TI e TII foram
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semelhantes e diferentes do TIII (P < 0,05). Os resultados do TIV ndo foram diferentes dos
apresentados pelos tratamentos II e 111, mas sim do TI (P < 0,05).

LOOMIS et al. @7 utilizaram o sémen de dois garanhdes, cujos espermatozides foram
processados pela centrifugagdo e ressuspendidos em um diluidor de lactose-EDTA-gema de
ovo com 5% de glicerol, acondicionados em palhetas de 1,0 ml a uma concentragio de 250 x
10 espermatozdides/dose inseminante, para verificar a fertilidade do sémen processado (I),
antes do congelamento. O sémen dos mesmos garanhdes e algumas vezes dos mesmos
ejaculados, foi diluido com o diluidor de leite desnatado aquecido (II) e utilizado para
inseminar as éguas do grupo controle. A taxa de concepgio foi calculada como a percentagem
de éguas das quais um embrido foi recuperado, em relagio ao nimero total de éguas
inseminadas. Os embrides foram recuperados de 48% das éguas recebendo o sémen processado
(I) e de 72% das €guas inseminadas com o sémen fresco, diluido no diluidor de leite
desnatado (II). Resultados divergentes destes j4 foram descritos (33.75),

GUAY et al. 3 realizaram a diluigio do sémen de garanhdes em um diluidor Tris-gema de
ovo-frutose contendo concentragdes de glicerol variando de 0 a 8% e ndo observaram efeito
nocivo sobre a motilidade, viabilidade, liberagio da aspartatoaminotransferase extracelular e
fertilidade do sémen do garanhdo. A taxa de concepgio foi de 70% (7/10) no primeiro ciclo,
que néo . foi diferente da apresentada pelas éguas cobertas por monta natural - 75% (12/16).
Apds quatro ciclos, as taxas de concepgio foram de 36,84% (7/19) e de 50% (13/26) para as
¢guas inseminadas com o diluidor de Tris e cobertas por monta natural, respectivamente. Em
relagio ao mimero de éguas cobertas, as taxas de concepgdo foram de 70% (7/10) ¢ 81,2%
(13/16), na mesma ordem anterior.

PROVINCE et al. 7) diluiram o sémen de doze garanhoes em seis diluidores (Tris-gema de
ovo- EYT/Bicarbonato-gema de ovo-EGB/Beltsville F.3-BF-3/Diluidor da Universidade de
Cornell-CUE/Caprogénio-CAP e leite desnatado aquecido-SM), contendo 0%, 3% ou 6% de
glicerol, a uma concentragdo de 11 x 109 espermatozdides/ml e avaliaram a motilidade dos
espermatozdides as 0, 2, 4, 8, 12 e 24 h e a partir dai de 24/24 h até que nenhum
espermatozdide movel fosse observado, por duas avaliagdes consecutivas. Houve um efeito de
diluidor (P < 0,05) na motilidade progressiva imediatamente apds a diluicdo e até as 120 h,
embora as 48 h de estocagem, a percentagem de espermatozéides moveis fosse baixa. O
diluidor de leite desnatado aquecido foi superior (P < 0,05) a todos os outros diluidores para a
manuten¢do da motilidade espermdtica a 5°C. A motilidade ndo diferiu (P > 0,05) para os
espermatozdides diluidos nos diluidores CUE ¢ CAP ou CUE e EGB. A motilidade dos
espermatozdides diluido no EYT foi menor (P < 0,05) do que para os espermatozdides diluido
em SM, CAP, CUE ou EGB. Os espermatozéides diluidos no BF-3 estavam imoéveis
imediatamente ap6s a diluigdo. Nao houve nenhum efeito (P > 0,05) da concentracio de
glicerol na motilidade espermdtica. Entretanto, desde que a motilidade espermdtica média, em
cada diluidor, aproximou-se de zero as 12 h, com excegio dos espermatozéides mantidos no
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diluidor de leite desnatado, pode estar incorreto concluir que o glicerol ndo exerce efeito
toxico sobre os espermatozoides do eqiiino.

3.4 Influéncia da taxa de resfriamento sobre as caracteristica de motilidade e na
fertilidade de éguas inseminadas

A determinagio da taxa de resfriamento ideal para os espermatozdides do eqiiino ¢ um dos as-
suntos mais importantes no que diz respeito 4 conservagio da motilidade ¢ fertilidade do
sémen diluido, resfriado e/ou transportado, mas apenas recentemente tem recebido a devida
considera¢do. A maioria dos pesquisadores tem se preocupado com a temperatura final de
armazenamento dos espermatozéides, em detrimento de estudos mais profundos sobre a taxa
ideal de resfriamento do sémen, um assunto complexo, que envolve a individualidade do
reprodutor, constitui¢io da membrana do espermatozoide, natureza do diluidor utilizado e
temperatura final de armazenamento. O resfriamento do sémen eqiiino visando o transporte a
longas distincias e o congelamento introduziram virios problemas ndo encontrados quando o
sémen fresco ou diluido ¢ utilizado imediatamente apos a colheita ou o diluido ¢ mantido por
vdrias heras a 37 °C ou & temperatura ambiente (cerca de 229C). Estes problemas incluem uma
série de mudangas nos espermatozdides, ndo completamente compreendidas, parcialmente
irreversiveis, quando do resfriamento de 20°C para 1°C e que, em conjunto, tem sido
denominadas de “choque pelo frio”. O “choque pelo frio” ¢ evidenciado pela presenga de
muitos espermatozéides com movimentos circulares, perda prematura de motilidade,
decréscimo da produgio de energia, aumento da permeabilidade da membrana e perda de
moléculas e ions intracelulares (4). Os espermatozoides do eqiiino sdo sensiveis ao “choque
pelo frio” e a vitalidade espermatica ¢ significativamente reduzida a uma temperatura abaixo
de 0°C 6D, A ocorréncia do “choque pelo frio” ndo ¢ restrita as células espermaticas, mas
ocorre na maioria das células expostas a baixas lemperaturas, sem congelar. A extensio das
leses associadas ao “choque pelo frio” dependem da taxa de resfriamento e da temperatura
final para a qual os espermatozéides sio resfriados. Em contraste com o rdpido resfriamento, o
reaquecimento répido a 37°C raramente ¢ nocivo as células espermiticas.

Em geral, injurias devido ao “choque pelo frio” podem ser divididas em duas categorias: a)
injurias diretas, que sio evidentes ligeiramente apés a redugio da lemperatura e sio
dependentes da taxa de resfriamento (as maiores injirias sdo induzidas pelo resfriamento mais
rdpido do que pelo resfriamento vagaroso); b) injurias indiretas ou latentes, que sdo evidentes
somente algum tempo (freqiientemente dias) apos a redugdo da temperatura e independem da
taxa de resfriamento. Tanto as lesées diretas quanto as indiretas sdo manifesta¢des do mesmo
conjunto de mudangas.

AMANN & PICKETT @ realizaram uma longa revisio de literatura na tentativa de explicar a
natureza das alteragdes celulares, relacionadas ao “choque pelo frio”. Desta revisio, podem ser
retiradas as seguintes informagdes: a) os espermatozoides sdo constituidos por um micleo alta-
mente condensado e por estruturas microtubulares, fibrosas ¢ membranosas. Entretanto, do
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ponto de vista do “choque pelo frio”, as estruturas membranosas constituidas pela membrana
plasmatica, membranas interna ¢ externa do acrossoma, membrana nuclear ¢ mitocondrial com
as suas membranas internas sao os elementos celulares mais importantes; b) a maioria das in-
formagdes existentes sobre o assunto dizem respeito a outras espécies, que nio a equina; ¢) as
membranas sio fluidas & temperatura corporal, em virtude da habilidade das moléculas de fos-
folipideos movimentarem-se em diregdo lateral, dentro de cada lamina da bi-camada da mem-
brana; ¢) a relagdo de colesterol para fosfolipideos com as cadeias de dcidos graxos polinsatu-
rados, tdo bem quanto a natureza dos fosfolipideos, determina a flexibilidade ou fluidez da
membrana; d) a temperatura é um importante fator que altera a fluidez da membrana, mas por-
¢oes de uma membrana contendo uma relagao relativamente alta de colesterol para fosfolipi-
deos, especialmente se os fosfolipideos sdo polinsaturados, podem ser mais resistentes as
alteragbes de temperatura; ¢) o resfriamento provoca uma mudanga de fase na membrana, de
um estado liquido para o cristalino, em virtude de alteragoes na conformagdo das moléculas de
fosfolipideos, que se tornam retas e alongadas, permitindo que se tornem rigorosamente com-
pactadas, em suas cadeias de dcidos graxos paralelas; f) em virtude da mudanga de fase,
somente pequenas regides de lipideos fluidas permanccem e as proteinas integrais sdo
agregadas nestas regides, resultando em aumento da permeabilidade; g) dependendo do
balango de afinidades hidrofébicas e hidrofilicas dentro das moléculas, e especialmente da
natureza dos fosfolipideos, quantidade de dgua, presenca de solutos ¢ temperatura, os
fosfolipideos com cadeias de dcidos graxos altamente insaturadas, que possuem uma forma de
cone invertido, podem agrupar-se ¢ assumir uma forma circular, denominada hexagonal-II,
com um resultante aumento da permeabilidade celular; h) possivelmente, a redugio da
temperatura pode alterar o funcionamento de vdrias bombas dependentes de ATP, dentre clas a
bomba Nat-K*. Esta mudanga faz com que a relagio normal de potdssio para sodio
intracelular seja alterada, provocando uma despolarizagio parcial da membrana, com a
conseqiiente abertura dos canais de cdlcio, controlados por voltagem, ¢ um influxo de cdlcio
intracelular; i) além disso, é possivel que o aumento de cdlcio intracelular possa ativar as
fosfolipases e, assim, aumentar a hidrélise dos fosfolipideos. Tal alteragao dos fosfolipideos ¢
o acumulo de dcidos graxos livres poderia resultar em aumento da permeabilidade das
membranas mitocondrial e plasmdtica, e a morte celular.

Dentro da mesma revisio, apresentam ainda algumas condigdes capazes de tornar as células
mais resistentes ao “choque pelo frio”, merecendo énfase: a) presenga de uma membrana plas-
madtica que contenha uma baixa percentagem de lipideos capazes de assumir uma formagao
ndo lamelar, ¢ que sejam inerentemente menos frigeis; b) presenca de células menos
dependentes de bombas de ATP para manter o balango iénico interno; ¢) redugao do nimero
de canais ou poros ions-especificos em uma drea da membrana plasmdtica e, paralelamente,
redugio da necessidade para bombas dependentes de ATP; d) desenvolvimento de
procedimentos para minimizar a agregagio de proteinas, redugdo da formagdo de falhas
provocadas pela compactagio dos lipideos, ou bloqueio da sensibilidade que ocorre
naturalmente ou que ¢ induzida; ¢) presumivelmente, as proteinas do leite ¢ da gema de ovo,
presentes em muitos diluidores, poderiam ter estas agoes.
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Uma avaliagio criteriosa dos trabalhos realizados para determinar a melhor taxa de
resfriamento para os espermatozéides do eqiiino torna-se dificil em virtude de sua escassez,
constante confundimento nos estudos visando a determinagdo da melhor temperatura final de
armazenamento ¢ por terem sido, em sua maioria, realizados "in vitro”, tendo como ponto final
a avaliagdo da motilidade espermdtica total e progressiva, velocidade espermdtica, relagio
vivos-mortos, nivel de alteracoes morfologicas e longevidade espermitica. Entretanto, a
preocupagdao com o tema ndo ¢ um fato novo, tendo SKATKIN 89 verificado que o
espermatozoide do garanhdo podia permanecer ativo por um prolongado periodo a 5 - 7°C,
desde que submetido a um gradual resfriamento com ar frio em um refrigerador ou em
embalagem térmica de duas paredes, sobre um periodo de 3 - 4 h. Além disso, sugeriu que a
divergéncia entre os autores sobre a temperatura 6tima de estocagem do sémen do garanhio
era provocada principalmente pelos métodos diferentes de resfriamento empregados.

NISHIKAWA (1 estudando a resisténcia dos espermatozoides a diferentes temperaturas,
estabeleceu que o resfriamento rdpido foi danoso as células espermdticas e que portanto
deveria se estender por um periodo de 30 - 40 minutos, até uma temperatura Otima de
estocagem de 2 -4°C. Além disso, propos a utilizagdo do método BAKEN 1 em que o sémen,
apos centrifugagdao e ressuspensio em um diluidor apropriado, era envasado em tubos
rigorosamente fechados e estocados a 4°C. Para conseguir o resfriamento gradual do sémen,
apos o acondicionamento, os frascos eram envolvidos por seis a oilo camadas de gaze e
posteriormente colocados dentro de sacos de borracha. Este sistema foi utilizado para
inseminar éguas no proprio local de colheita ou a longas distancias, com resultados razodveis,
apresentados no topico relacionado ao transporte de sémen resfriado.

A literatura mais recente reafirma os conceitos estabelecidos no passado, de que taxas mais
vagarosas de resfriamento sio responsdveis por melhor desempenho celular, qualquer que seja
a natureza da avaliagdo. Infelizmente, em sua maioria, traduzem observagdes “in vitro” de
algumas caracteristicas espermaticas (4 38.76.96)  Apenas DOUGLAS-HAMILTON et al. 24)
associaram os melhores resultados obtidos “in vitro”com resultados de inseminagiio a campo,
utilizando um pequeno nimero de éguas. Posteriormente, confirmaram estes achados insemi-
nando maior mimero de animais @3), Tais resultados estdo apresentados no topico relacionado
ao transporte de sémen. Com relagdo aos estudos “in vitro”, DOUGLAS-HAMILTON et al.
(24) estudaram o efeito de virias taxas de resfriamento sobre algumas caracteristicas fisicas e
morfologicas dos espermatozéides “in vitro”, utilizando um container especialmente projetado
para o transporte do sémen resfriado do garanhio. Para tal, utilizou oito ejaculados de dois ga-
ranhdes, diluidos em um diluidor de leite desnatado-glicose a uma taxa de diluigio 2:1
(diluidor-sémen). As taxas iniciais de resfriamento variaram de acordo com a massa dos
contetdos da célula teste ¢ foram de -0,19 a 2,4°C/minuto. As amostras foram resfriadas entre
3 e 7°C; a temperatura média minima foi 3,6°C, com um desvio padrio de 1,2°C. A taxa inicial
de resfriamento foi dividida em trés amplitudes: a) > 1°C/minuto (n = 16 amostras); b) entre
0,33 ¢ 1°C/minuto (n = 12 amosiras) ¢ ¢) < 0,33°C/minuto (n = 16 amostras). Doze horas apos
a ejaculacio, o sémen, submetido a diferentes taxas de resfriamento, foi retirado do container,
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aquecido por dois minutos e submetido & avaliagdo das caracteristicas fisicas e morfoldgicas,
além da determinagdo da percentagem de espermatozoides vivos-mortos, apos coloragio pela
eosina-nigrosina. As motilidades médias (%) relativas a inicial (100) foram de 86 % 12, 71 %
15 e 58 + 24, para as taxas de resfriamento vagarosa (< 0,33°C/minuto), média (entre 0,33 e
1°C/minuto) e rdpida (> 1°C/minuto), respectivamente. As percentagens médias de
espermatozdides com caudas dobradas, relativas a inicial (13 % 5,5) foram de 25 * 7,8, 27 £
5,2 ¢ 37 + 8,5 para as taxas vagarosa, média e rdpida. Além disso, as percentagens médias de
espermatozoides corados pela eosina-nigrosina, em relagiio a inicial (16 + 4,3), foram de 32 +
7,2, 34 £ 6,0 ¢ 43 = 7,3 para as taxas vagarosa, média e rdpida, na mesma ordem. A taxa de
resfriamento rdpida, quando comparada & taxa de resfriamento vagarosa, produziu efeitos
deletérios significativos (P < 0,01) na motilidade e integridade estrutural dos espermatozdides,
demonstrados pela queda de motilidade, aumento dos defeitos morfolégicos ¢ da percentagem
de espermatozdides corados pela eosina-nigrosina. Segundo os autores, 0s efeitos parecem ser
significativos acima de uma taxa de resfriamento inicial de 1°C/minuto.

PROVINCE et al. 76 realizaram um experimento visando comparar vérios diluidores, taxas de
resfriamento e temperaturas de estocagem para os espermatozéides do eqiiino. Em um
primeiro experimento utilizaram os diluidores leite desnatado aquecido, leite desnatado-
glicose, diluidor da Universidade de Cornell (CUE) e o caprogénio, de forma que o sémen
diluido foi mergulhado em dgua a 5°C ou resfriado a partir de 37°C, a taxas de 1,0, 0,5 ou
0,2°C/minuto. A percentagem de espermatozéides com motilidade progressiva foi estimada
imediatamente apds a diluigdo (tempo = 0) e as 4, 8, 12, 24 ¢ 36 horas. Independentemente do
diluidor, as taxas de resfriamento mais vagarosas (0,2 a 1°C/minuto) foram superiores (P <
0,05) & imersdo a 5°C.

VARNER et al. @9 estudaram o efeito de cinco diferentes taxas de resfriamento sobre a
motilidade espermatica total (MT) e progressiva (MP) e sobre a velocidade espermdtica (VE).
Para tal, utilizaram fragbes espermdticas ricas diluidas em um diluidor & base de leite
desnatado-glicose de forma a fornecer uma concentragdo de 25 * 109 espermatozdides/ml. O
sémen diluido de dois garanhdes foi submetido aos seguintes tratamentos: I) resfriamento a
0°C/minuto para as amostras de sémen estocadas a 37°C; II) —0,2°C/minuto para as amostras
estocadas a 252C; III) - 0,3°C/minuto para as amostras resfriadas vagarosamente até 4°C; IV) -
0,9°C/minuto para as amostras resfriadas a uma taxa moderada até 4°C e V) —1,3°C/minuto
para as amostras resfriadas 4 uma taxa rdpida até 4°C. O ten.y o compreendido para as amostras
de sémen adquirirem a temperatura final de estocagem, quando mantidas a 37°C, resfriadas
para 259, resfriadas a uma taxa vagarosa para 4°C, resfriadas 4 uma taxa moderada para 4°C ¢ a
uma taxa rdpida para 4°C foi de 0, 3,00, 7,50, 2,25 ou 0,75 h, respectivamente. A taxa de
resfriamento vagarosa do sémen (taxa de resfriamento inicial de -0,3°C/minuto) e estocagem
do sémen a 4°C forneceu pardmetros de motilidade espermdtica superiores durante todo o
experimento (6, 12, 24, 48, 72, 96 ¢ 120 h), quando comparadas aos outros quatro métodos.
Durante todos os periodos de tempo avaliados, os parametros de motilidade (MT, MP e VE) do
sémen resfriado vagarosamente para 4°C foram sempre similares (P > 0,05) ou superiores (P <
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0,05) a todos os outros tratamentos, mesmo na presenca de interagdes garanhdo x tratamento.
A proximidade dos valores de motilidade espermatica a cada periodo de tempo, para o sémen
exposto as taxas de resfriamento moderada ou ripida, sugere que os efeitos nocivos destas
taxas de resfriamento mais rdpidas (-0,9°C/minuto a -1,3?C/minuto) foram equivalentes,
resultando em depressdes similares na motilidade espermdtica. As médias apresentadas para a
MT e MP do sémen resfriado para 25°C, em relagio as obtidas com o sémen resfriado
vagarosamente para 4°C, foram diferentes (P < 0,05) a partir de 12 para 24 h. Entretanto, em
relagdo & VE as diferengas entre os dois tratamentos foram si gnificativas em todos os periodos
de tempo (P < 0,05).

HUECK ©%) estudou o efeito de dois diluidores (minima contaminagdo x Dimitropoulos) e trés
containers (Equitainer x Celle x Sarstedt) sobre a motilidade progressiva e alteragdes
acrossomicas a diferentes intervalos de tempo até as 48 horas. Indiretamente, estudou o efeito
de diferentes taxas de resfriamento sobre os pardmetros anteriores, em virtude dos trés
containers utilizados fornecerem taxas de resfriamento diferentes, de -0,33°C/minuto para o
modelo Equitainer, 0,31°C/minuto para o modelo Celle ¢ de 0,44°C/minuto para o modelo
Sarstedt. Com relagdo & motilidade progressiva, houve diferenga altamente significativa (P <
0,01) entre os containers Celle ¢ Equitainer (taxas de resfriamento de 0,31 a 0,33°C/minuto) e
0 container Sarstedt (taxa de resfriamento 0,44°C/minuto), a partir das 21 h apés a colheita,
quando se utilizou o sémen diluido no diluidor de leite desnatado-glicose. Entretanto, quando
se utilizou o diluidor de Dimitropoulos, que apresenta gema de ovo em sua constituigio,
observou-se diferenga (P < 0,05) apenas no intervalo das 5 as 8 horas apds a colheita, entre o
container Celle e o Sarstedt. Com relagio as alteragdes acrossomicas, observou-se um aumento
progressivo associado com o tempo de armazenamento. O diluidor de glicina apresentou
resultados numericamente superiores aos obtidos com o diluidor de leite desnatado, embora as
diferencas ndo fossem estatisticamente significativas, independentemente do container
utilizado. Entretanto, o tipo de container e conseqiientemente a taxa de resfriamento, ndo
exerceram qualquer influéncia sobre a integridade acrossomica, independentemente do tipo de
diluidor utilizado.

3.5. Influéncia da temperatura final de armazenamento sobre caracteristicas de
motilidade ¢ de fertilidade de éguas inseminadas

A manutengdo da capacidade fecundante dos espermatozdides do eqiiino por um longo periodo
de tempo, apés diluigéo e resfriamento, sem congelar, tem sido um dos assuntos mais em
evidéncia nos iltimos anos, no que diz respeito a inseminagdo artificial da espécie. A sensibili-
dade do sémen de vdrios garanhdes ao processo de congelamento ¢ mesmo de ejaculados por
garanhdes; o baixo rendimento em termos de doses/ejaculado; o alto custo do processo de
congelamento; a baixa viabilidade do espermatozoide no trato genital da égua, apds o
descongelamento; a necessidade de palpagdes ou inseminagdes freqiientes e a baixa fertilidade
associada 4 utilizagdo do sémen congelado, dentro dos padroes atuais de conhecimento, tém
aumentado muito a procura por métodos alternativos capazes de aumentar as distincias



atingidas pelo sémen de garanhdes valiosos, sem uma conseqiiente redugdo da fertilidade. A
viabilizagdo de tais métodos impde uma inibigio reversivel dos processos metabolicos da
célula espermitica, associada a uma protegio celular contra o "choque pelo frio” mediante
diluidor apropriado. A redugio reversivel dos processos metabolicos celulares, necessdria ao
prolongamento da viabilidade celular “in vitro”, tem sido tentada pela utilizagao de intimeros
procedimentos, seja pela utilizagdo de produtos quimicos, tais como Li, CI, KCN, NaHCO,
(1), utilizagio de uma atmosfera com 5% de CO, %), utilizagio de diluentes contendo
bicarbonato “41- 192) envasamento do sémen diluido em bolsas pldsticas com eliminagéo de
todo ar presente 3%) ¢ a manutencéo do pH a niveis fisiologicos, através da utilizagdo de um
sistema lampdo efetivo, dentre outros. Entretanto, a redugdo da temperatura tem sido o meio
mais prético e econdmico utilizado para diminuir as reagdes quimicas, suprimir a motilidade ¢
prolongar a viabilidade espermdtica 7?). Uma temperatura de estocagem de 0 a 10°C tem sido
utilizada pela maioria dos pesquisadores, em virtude de ser mais fdcil de atingir ¢ mais barata,
com excegdo da temperatura ambiente, principalmente a faixa de 0°C (dgua congelada) a 5°C
(temperatura de geladeira). Parece haver uma grande relagdo entre a taxa de resfriamento,
temperatura final de armazenamento e duragio da estocagem, no que diz respeito a
manutengio da motilidade e fertilidade do sémen eqiiino diluido, resfriado e transportado ou
ndo. De maneira geral, a literatura aponta para as taxas de resfriamento mais vagarosas ¢!- 23.
24,38,61,76,94,96) ¢ temperaturas de armazenamento mais baixas (12. 13. 34, 37, 33, 35, 61, 67, 87, 90,
96), se se quer prolongar a manutengio da motilidade ¢ fertilidade da célula espermadtica, por
maior tempo de estocagem. Resultados divergentes foram apresentados apenas por
PROVINCE et al. 79, pelo qual a motilidade foi maior nas amostras de sémen conservadas a
15 e 20°C, quando comparadas & das amostras mantidas a 5°C ¢ 10°C. Segundo PICKETT et
al. 72, pode ser que esta diferenca seja explicada pelas diferengas entre as taxas de
resfriamento ¢ a variagio da resisténcia inerente das células espermiticas de diferentes
garanhdes em suportarem o resfriamento a temperaturas muito baixas (0-5°C).

Depreende-se da literatura consultada que desde 1776, quando Spallanzani observou o efeito
do resfriamento sobre a célula espermdtica do garanhdo, este tem sido o principal meio
utilizado pela maioria dos pesquisadores na tentativa de estocar o sémen do garanhdo por um
prolongado periodo de tempo. Entretanto, também aqui, a maioria dos trabalhos utilizou como
ponto final a manutengdo da motilidade total e progressiva, velocidade espermdtica ¢ aumento
das alteragdes morfoldgicas dos espermatozoides . Estudos relacionados com a fertilidade de
éguas inseminadas com sémen submetido & diferentes temperaturas de conservagao, tém sido
minoria. Assim, para facilitar uma melhor interpretagio dos resultados obtidos por diferentes
pesquisadores, os trabalhos foram agrupados em duas categorias, "in vitro” ¢ "in vivo”, de
acordo com a metodologia utilizada.

Em relagio aos estudos “in vitro”, MILOVANOV et al. ©3) observaram que a temperatura nao
influenciou a sobrevivéncia do sémen nio diluido. Entretanto, no sémen diluido, a redugao da
temperatura teve um efeito favordvel, de forma que a sobrevivéncia espermitica foi duas vezes
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mais longa no diluidor TGH-6, quando o sémen diluido foi mantido a 8 - 10°C, em relagdo a
estocagem a 20°C; uma redugio posterior da temperatura para 3 - 6°C nio teve nenhum efeito.

CHANG (1) observou que a estocagem do sémen a 1°C por 24 h foi pouco superior a estoca-
gem a 10°C. Entretanto, a centrifuga¢io combinada com a estocagem a 1°C foi o tratamento
mais satisfatorio. Além disso, enfatiza que a baixas temperaturas os diluidores mais
satisfatorios foram os que apresentavam gema de ovo em sua formulagio (gema de ovo-
glicose-fosfato e gema de ovo-glicose-tartarato).

BUIKO-ROGALEVIC (12) verificou que a motilidade foi méxima quando o sémen diluido foi
estocado a 0°C e decresceu progressivamente quando o sémen foi estocado a 5°C e 10°C. Con-
clusdo semelhante foi apresentada por MIHAILOV (53),

Em 1959, NISHIKAWA (©1 apresentou um estudo amplo sobre a amplitude térmica capaz de
ser suportada pela célula espermadtica e estabeleceu a melhor amplitude capaz de sustentar a
manutengio da motilidade e fertilidade, por um longo periodo de armazenamento, Quando
comparou temperaturas de 32°C, 25°C ¢ 15°C, a viabilidade dos espermatozdides foi mantida
por um tempo mais longo quando a temperatura diminuiu. Além disso, comparou o efeito de
temperaturas entre 15°C e 2°C (2°C, 4°C, 7°C, 10°C e 15°C) sobre a viabilidade espermatica, e
observou que temperaturas mais baixas foram responsdveis por uma melhor sobrevivéncia es-
permdltica, notadamente a temperatura entre 2°C ¢ 4°C.,

HOUSEHOLDER et al. ®7) compararam temperaturas de estocagem para o sémen do
garanhio de 5°C, 15°C e 38°C, diluido em um diluidor de leite desnatado aquecido, ¢
verificaram que quando a temperatura de incuba¢io do sémen aumentava a motilidade
diminuia.

VARNER et al. ©7) diluiram trés ejaculados de dois garanhoes em um diluidor de leite desna-
tado-glicose e os submeteram a cinco tratamentos: I- estocagem do sémen a 37°C; II- estoca-
gem a 25°C; III- resfriamento vagaroso (—0,3°C/minuto) ¢ estocagem a 4°C; IV- resfriamento
moderado (-0,9°C/minuto) e estocagem a 5°C; V- resfriamento rapido (—1,3°C/minuto) ¢ esto-
cagem a 4°C.

Como ponto final foram avaliadas a motilidade total (MET), motilidade progressiva (MEP) e
velocidade espermdtica (VE), as 6, 12, 24, 48, 72,96 ¢ 120 h apos a ejaculagdo. A longevidade
da motilidade dos espermatozdides foi muito reduzida quando os espermatozoides foram man-
tidos a 37°C, em relagdo as temperaturas de estocagem mais baixas. Assim, a MET média do
sémen mantido a 37°C foi mais baixa (P < 0,05) do que a MET média do sémen resfriado a
4°C, para todos os periodos de tempo e foi mais baixa (P < 0,05) do que a MET média dos
espermatozoides resfriados para 25°C, para seis dos sete periodos de tempo estudados (6 a 96
h). A MET do sémen resfriado a 4°C a4 uma taxa vagarosa foi maior (P < 0,05) do que a MET
do sémen resfriado a 4°C & uma taxa moderada para quatro dos sete periodos de tempo (6, 24,
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72 e 120 h), e maior (P < 0,05) do que a MET do sémen resfriado a 4°C a uma taxa rdpida para
cinco dos sete periodos de tempo (6, 12, 24, 72 e 120 h). A MET do sémen resfriado a 4°C a
uma taxa vagarosa foi maior (P < 0,05) do que a MET do sémen resfriado a 25°C para cinco
dos sete periodos de tempo (24 a 120 h). Um padrio similar foi verificado para a MEP. A VE
do sémen mantido a 37°C foi mais baixa (P < 0,05) do que a VE do sémen resfriado para 4°C
para todos os periodos de tempo e mais baixa (P < 0,05) do que a VE do sémen resfriado para
25°C, para cinco dos sete periodos de tempo (6 a 72 h). A VE do sémen resfriado para 4°C a
uma taxa vagarosa foi maior do que a VE do sémen resfriado para 4°C i taxa moderada ou
rdpida para dois dos sete periodos de tempo (24 a 96). A VE do sémen resfriado para 4°C a
uma taxa vagarosa foi maior (P < 0,05) do que a VE do sémen resfriado a 25°C para todos os
periodos de tempo. Segundo os autores, uma vagarosa taxa de resfriamento inicial de -
0,3°C/minuto e uma temperatura de estocagem de 4°C parecem otimizar a preservagio da
motilidade "in vitro” do espermatozéide do eqiiino.

Mais recentemente TEKIN et al. 9 estudaram o efeito de dois diluidores (leite desnatado-gli-
cose ¢ Dimitropoulos) ¢ de duas temperaturas de estocagem (temperatura ambiente e a 4 - 82C)
sobre a‘motilidade e morfologia acrossémica dos espermatozoides de trés garanhdes. As
avaliagoes de motilidade foram realizadas antes da diluigdo, logo apds e as 6, 24, 36,48 ¢ 72 h
apos a colheita. A morfologia acrossémica foi avaliada no sémen fresco, apés a colheita, dez
minutos ap6s a acomodagio e apds 24 h no sémen armazenado em temperatura ambiente ou a
4 - 8°C. Em todos os garanhoes, a motilidade total dos espermatozdides diluidos no diluidor de
glicina foi superior (P < 0,05) 4 motilidade alcangada pelos espermatozoides mantidos no
diluidor de leite desnatado-glicose, independentemente da temperatura de armazenamento. Em
todos os casos, apds 24 h, houve superioridade dos ejaculados conservados a 4 - 82C em
relagdo aos conservados & temperatura ambiente; em trés de seis casos, a diferenga foi
estatisticamente significativa. Quanto 4 motilidade progressiva, os valores dos ejaculados
diluidos no diluidor de glicina ap6s 24 h, foram uma vez mais superiores (P < 0,05) aos
ejaculados diluidos em leite desnatado-glicose, independentemente da temperatura de
conservagao. Além disso, todos os ejaculados mantidos a 4 - 8°C apresentaram uma motilidade
progressiva superior 4 dos conservados a temperatura ambiente; em trés de seis casos, as
diferengas foram  significativas. As percentagens médias de espermatozdides
morfologicamente anormais ou com acrossomas lesados, apos 24 h, apresentaram um leve
crescimento, para os irés garanhdes. Apenas no garanhdo trés, apds o armazenamento do
sémen por 24 h a 4 - 8°C, houve aumento significativo do total de espermatozodides
morfologicamente anormais nos ejaculados mantidos no diluidor de leite desnatado-glicose,
em relagio aos mantidos no diluidor de glicina. De resto, com relagio & morfologia
espermatica, ndo puderam ser encontradas diferengas estatisticamente significativas no que se
refere aos diluidores ou is temperaturas de conservagio. Segundo os autores, a diluigdo do
sémen em um diluidor de leite desnatado-glicose e conservagdo a 4 - 8°C é uma possibilidade
pritica de conservagido do sémen no dia de sua colheita, estendendo-se, entretanto, por um
méximo de 24 h. O uso do diluidor de glicina e o subseqiiente armazenamento do sémen a 4 -
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8°C parecem render, em contraposicéo, vantagens inequivocas, permitindo a conservagao do
sémen por um periodo de 24 a 72 h, sem redugdo da fertilidade.

Resultados bem diferentes dos anteriormente citados foram apresentados por PROVINCE et al.
(79, Em um primeiro experimento compararam virios diluidores (CUE, Caprogénio, leite
desnatado-glicose e leite desnatado aquecido), taxas de resfriamento (1,0; 0,5 ou 0,2°C/minuto
ou contato direto com a dgua a 5°C), e temperaturas de estocagem (20°C, 15°C, 10°C ou 5%C).
A percentagem de espermatozdides com motilidade progressiva foi estimada imediatamente
apos a diluigdo (tempo = 0)eas 4,8, 12, 24 ¢ 36 h. Independentemente do diluidor, as
temperaturas de estocagem de 20 e 15°C foram superiores (P < 0,05) is de 10 e 5°C, para
manutengdo da motilidade dos espermatozéides. Em um segundo experimento, compararam o
efeito de diluidores (leite desnatado-glicose, leite desnatado aquecido e Caprogénio) e
temperaturas de estocagem (15°C ou 20°C) sobre a motilidade espermatica, em amostras de
sémen resfriadas a 1°C/minuto, e néo encontraram diferengas com relagdo a esta caracteristica
(P > 0,05) nas amostras mantidas a 15°C ou 20°C.

ARNS et al. ®) estudaram a habilidade de diluidores BSA contendo arabinose, galactose,
lactose, rafinose ou sacarose para manter ou aumentar a viabilidade espermdtica, quando o
sémen diluido foi estocado a 37°C ou 5°C. A motilidade progressiva dos espermatozoides
diluidos em BSA-lactose, BSA-rafinose e BSA-sacarose foi mantida até 4 h de estocagem
proxima a 40% e entio declinou (P < 0,05) para proxima de 25% as 16 h. O declinio da
motilidade total e progressiva, quando os espermatozéides foram mantidos a 5°C, foi mais
gradual do que quando os espermatozéides foram incubados a 37°C.

No que diz respeito aos estudos “in Vivo”, a literatura ¢ bastante escassa e envolve o efeito de
diferentes temperaturas (5 a 20°C) sobre o sémen conservado por menos de duas horas (34. 67),
por 24 h (34:87.98) oy 48 h 34.87) ¢ gua relagdo com a fertilidade de éguas inseminadas.

A conservagdo do sémen pelo curto periodo de 1 h a 20°C ou 4°C, resultou em fertilidades de
21% (n = 191 ciclos) e 38% (n = 138 ciclos), respectivamente. A diferenca entre os
tratamentos (17%) néo foi estatisticamente significativa ©7),

O efeito de temperaturas mais altas (14,5°C vs 20°C) por duas horas sobre a fertilidade do
sémen estocado, foi estudado por GUAY et al. G4, sendo de 58,06% e 79,41%,
respectivamente.

A fertilidade do sémen estocado por 24 h ¢ submetido a temperaturas de 20°C ou 5°C, parece
ndo sofrer influéncia do tratamento. Assim, SQUIRES et al. 7 conduziram um estudo para
comparar a fertilidade de éguas inseminadas com sémen de quatro garanhées, diluido em leite
desnatado-glicose com 500 x 106 espermatozoides/dose inseminante, resfriado a 20°C (D) ou
5°C (II) e estocado por 24 h. As ¢guas do grupo controle (I11) foram inseminadas com sémen
diluido no mesmo diluidor a 37°C, dentro de uma hora da colheita. As taxas de recuperagio de



embrides foram 50%, 59% ¢ 65%, respectivamente (P > 0,05). Resultados idénticos foram
apresentados por GUAY et al. 4 ¢ VARNER et al. ®%. Taxas de concepgdo de 48,57% e
39,28% para o sémen eqiiino estocado por 24 h a 5°C ou 20°C, respectivamente, foram citados
pelos primeiros autores. Da mesma forma, VARNER et al. %) ndo encontraram diferengas
significativas, quando submeteram 45 éguas a trés tratamentos: I - éguas inseminadas com sé-
men fresco (menos de 0,5 h da colheita); II - inseminagdes com sémen estocado por 24 h a
20°C ¢ 1II - inseminagdes com sémen estocado por 24 h a 5°C. Utilizou-se o sémen de apenas
um garanhio, diluido em leite desnatado-glicose, com 250 x 109 espermatozdides/dose
inseminante. As éguas foram inseminadas diariamente, a partir de um foliculo com 35 mm de
diametro, até a ovulagio. A taxa de concepgdo, para um ciclo, aos 15 dias, foi a mesma para os
tratamentos I, I e I (75% - 11/15 éguas). Apesar disto, observou-se uma redugao mais
dramdtica em todos os parametros de motilidade (total, progressiva e velocidade), nas
amostras de sémen estocadas a 20°C em relagio as mantidas a 5°C. Deve-se mencionar ainda,
que SQUIRES et al. (87) salientam que a recuperacio de embrides foi muito mais varidvel
entre os grupos de éguas inseminadas com o sémen resfriado a 20°C, por 24 h, quando
comparados com os resultados dos grupos inseminados com o sémen mantido a 5°C, por igual
periodo de tempo.

Ao contrario dos resultados apresentados anteriormente para o tempo de estocagem de 24 h, a
recuperagio de embrides ou fertilidade do sémen estocado por 48 h dependeram diretamente
da temperatura de estocagem. Assim, SQUIRES et al. ®7) citam um experimento em que a re-
cuperagio de embrides foi tentada em éguas inseminadas com o sémen mantido a 20°C ou 5°C,
por 48 h. Observaram que no sémen mantido a 20°C por 48 h, nenhum embrido foi recuperado
em 16 tentativas. Por outro lado, a recuperagio de embrides foi de 32% nas éguas inseminadas
com o sémen estocado por 48 h a 5°C. De igual forma, GUAY et al. 3% observaram taxas de
concepgio de 43,33 e 13,33% para éguas inseminadas com sémen estocado a 5°C ou 20°C, res-
pectivamente, por 48 h. Finalmente, hd que se considerar as recomendagdes de SQUIRES et
al. ®7), de que baseados nos estudos conduzidos por sua equipe, o sémen diluido no diluidor de
leite desnatado-glicose pode ser mantido a 5°C ou 20°C, por 12 h, sem qualquer efeito adverso
na fertilidade. Entretanto, para estocagens por um periodo mais longo de tempo (acima de 12
h), o sémen da maioria dos garanhdes poderia reter 0s parametros de motilidade ¢ apresen.ar
uma melhor fertilidade, quando resfriado lentamente para 5°C e mantido a esta temperatura até
o momento da inseminagio.

3.6 Efeito da duragdo de estocagem sobre caracteristicas de motilidade e fertilidade de
éguas inseminadas

A conservagio do sémen eqiiino diluido e resfriado por um prolongado periodo de tempo néo ¢
um fato novo, nem o sdo o conceito nem o reconhecimento da necessidade de técnicas capazes
de garantir sua viabilizagio. Obviamente, quanto maior o tempo de estocagem permitido, sem
redugio significativa da fertilidade, maior flexibilidade teréio os proprietdrios de garanhoes em
coletar ¢ transportar o sémen e os proprietdrios de éguas em escolher os garanhoes ¢ em sin-
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cronizar as inseminagdes com a ovulagdo (72), Inicialmente, todos os esforgos foram dirigidos
no sentido de conseguir um diluidor ideal capaz de oferecer as condigdes ideais para uma
longa estocagem do sémen, sem perda da viabilidade espermdtica. Entretanto, conhecimentos
adquiridos nos \iltimos anos sobre diferentes caracteristicas da célula espermadtica, torna esta
proposia anterior um tanto quanto simplista. Sabe-se hoje que imimeros fatores estio
relacionados com a manutengdo da longevidade da célula espermdtica “in vitro”, valendo
salientar, dentre outros: a) individualidade do garanhdo; b) tipo de colheita - total ou
fracionada ou centrifugaciio do sémen com eliminagdo do plasma seminal ¢ ressuspensdo dos
espermatozdides em um diluidor adequado; ¢) tempo da colheita a dilui¢do; d) presenga de
macromoléculas no diluidor ; e) taxa de diluigdo; f) concentragdo espermatica utilizada; g) tipo
de envasamento do sémen; h) relagio CO2/O5 do ambiente acima dos espermatozoides; 1)
manutengdo do pH em niveis fisiologicos; j) taxa de resfriamento do sémen; k) temperatura
final de armazenamento e 1) tipo de container utilizado para armazenamento do sémen.

A partir da década de 1930, comegaram a aparecer na literatura os primeiros relatos sobre o
sucesso de estocagem do sémen de garanhdes e jumentos, na forma de produtos nascidos.
Assim, em 1938, WALTON (199 obteve trés gestagGes de sete éguas inseminadas com sémen
centrifugado e estocado a 0°C por 24 h, quando as inseminagoes foram realizadas por mais de
uma vez/ciclo. Entretanto, apenas uma de sete éguas concebeu apds a realizagio de
inseminagdes tnicas/ciclo.

McKENZIE et al. #9) relataram a obtengdo de duas gestages de cinco éguas inseminadas com
sémen centrifugado ¢ estocado por 20 h, quando trés inseminag¢des foram realizadas durante
um periodo estral.

BERLINER et al. @) trabalharam com o sémen de um garanhio e de um jumento, diluido 1:1
no diluidor TGL-5 de Milovanov, resfriado gradualmente pela imersdo de containers com o
sémen diluido, primeiro em um jarro com dgua a temperatura de 15 - 16°C, apds o que o
sémen foi estocado em refrigerador a temperatura de 4 - 5°C. Com este procedimento, os
autores foram capazes de manter os espermatozéides vivos por mais de 192 h ¢ um alto grau
de motilidade por virios dias. Entretanto, quando o sémen assim conservado e tendo uma
concentragdo de dois bilhdes de espermatozéides em 20 ml foi utilizado para inseminar éguas,
os resultados foram desapontadores e apenas duas ¢guas ficaram gestantes com inseminacdes
realizadas 12 e 24 h antes da ovulagio, respectivamente. Posteriormente, no mesmo trabalho,
inseminaram duas éguas com sémen estocado por 24 ¢ 48 h, no mesmo ciclo, e as duas ficaram
gestantes.

MILOVANOV et al. ®9 utilizaram o sémen diluido em um novo diluidor (1GH-6), diluido
1:3 e armazenado por 6 - 8 h, com uma taxa de concepedo de 66,7% (n = 30 éguas). Trinta
€guas controle foram inseminadas com o sémen fresco e a fertilidade foi de 70%.



BERLINER ®) comparou virios diluidores de acordo com a composigdo, uso e efeitos na lon-
gevidade espermidtica e nos resultados de fertilidade. Em um dos estudos, utilizou o diluidor
glicose-tartarato, proposto por Milovanov, associado & gema de ovo e conseguiu preservar a
motilidade de maior percentagem de espermatozoides por 100 a 150 h, do que com os
diluidores TGL ou fosfato-gema de ovo sozinhos. A eficiéncia do diluidor glicose-tartarato-
gema de ovo foi demonstrada pelo fato de que 13 de 15 ¢guas inseminadas com o sémen
fresco diluido neste diluidor tornaram-se gestantes. Além disso, duas éguas foram inseminadas
com o sémen estocado neste diluidor por 24 h e ambas conceberam. Posteriormente, utilizou-
se um diluidor constituido por 5,76 g de glicose e 0,67 g de sal de Rochelle (tartarato de sadio-
potdssio) mantidos em uma cépsula de gelatina, dissolvida em 100 ml de dgua, com adigdo
posterior de uma gema de ovo. A qualidade da estocagem foi reduzida no sémen gelatinizado,
desde que uma considerdvel proporgio de espermatozdides estava morta apos 48 h de
conservagio. A fertilidade do sémen fresco, diluido, também decresceu levemente, desde que
apenas seis de dez ¢éguas inseminadas conceberam. Visando combinar a facilidade de
manipular o diluidor TGL distribuido em cdpsulas de gelatina com a influéncia benéfica da
gema de ovo, desenvolveu um método no qual uma gema de ovo foi adicionada a
aproximadamente 100 ml do diluidor TGL gelatinizado. Com o diluidor assim constituido,
inseminou 19 éguas, duas a trés vezes/ciclo com o sémen fresco diluido, das quais 16
conceberam. Além disso, duas éguas ficaram gestantes apoés terem sido inseminadas no
segundo dia de cio com o sémen fresco diluido ¢ no quarto dia de cio com o sémen apds 48 h
de estocagem; uma égua foi inseminada somente uma vez com o sémen armazenado por 48 h e
concebeu. Cada dose inseminante continha dois bilhdes de espermatozdides e a taxa de
dilui¢do era de 1:2 (sémen:diluidor), mas, ocasionalmente, para uso imediato, uma taxa de
diluigao.de 1:10 foi necessdria.

LAING @9 realizou inseminagdes uinicas em doze éguas poneis a intervalos da ovulagdo de 18
dias a 24 h antes de sua ocorréncia, utilizando sémen centrifugado ¢ armazenado por 24 h.
Com este procedimento obteve duas gestages de quatro éguas inseminadas dentro de 24 h da
ovulagdo e concluiu que a sobrevivéncia do espermatozdide estocado, no trato genital da égua,
era menor do que 24 h.

DAVISON 29 avaliou a fertilidade do sémen armazenado por 24 h em um tampdo gema de
ovo dializado e redializado com glicose, para se fazer isotonico. O sémen foi centrifugado por
30 minutos a 2000 rpm ¢ ressuspendido 1:3 (sémen:diluidor), coberto com parafina e estocado
a 5°C. Cinco de nove éguas inseminadas conceberam apds uma \nica inseminagao realizada
em oito casos, 24 h antes da ovulagio detectada por palpagio retal e, em um caso, poucas
horas apés a ovulagdo. A conceniragdo espermdtica varion de 350 a 952 x 10°
espermatozoides/dose inseminante.

BUIKO-ROGALEVIC (12) relata que a motilidade espermética foi preservada por 8 a 13 dias
quando o sémen foi diluido em um diluidor glicose-gema de ovo e por apenas 2,5 dias em um
diluidor de glicose. Em um primeiro estudo, o sémen foi diluido 1:3 em glicose-gema de ovo e
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estocado a 0°C por 12 - 48 h. De 14 éguas inseminadas, nove o foram com sémen armazenado
por 24 h, duas com sémen estocado por 36 h e trés com sémen estocado por 48 h; 6, 2 ¢ 1
éguas conceberam, respectivamente. Em estudo posterior, a taxa de concepgio para éguas
inseminadas com sémen armazenado por 24 - 72 h foi compardvel a das éguas inseminadas
com sémen fresco. Assim, a taxa de concepgiio de 487 éguas inseminadas com sémen estocado
foi de 69,6%; de 90 inseminadas com o sémen armazenado por 12 - 24 h, 85,5% conceberam.
Em trés estagbes em que se utilizou o sémen armazenado por 48 h, as taxas de concepgido
foram de 71,4%, 72% e 100%, respectivamente.

MIHAILOV ©3) utilizou leite fervido para diluir o sémen e inseminou 10 éguas, dentro de 15 -
20 minutos apds a dilui¢do e nove conceberam; de 17 fémeas inseminadas com o sémen dilui-
do, armazenado por 6 - 48 h.a 0°C - 2°C, 14 pariram.

KUHR ©3) verificou que a sobrevivéncia espermética aumentou de 8,2 h no sémen ndo diluido
para 100,8 h em glicose a 7%, 108,0 h em leite de égua, 290,0 h em glicose a 7% + 5% de
gema de ovo e 302,4 h em leite de égua + 5% de gema de ovo. A concentragio 6tima de gema
de ovo no diluente foide 3 a 5%.

EBERTUS @) cita que o diluidor mais adequado utilizado em suas pesquisas continha 1:4
parte de glicose, 25 de gema de ovo ¢ 100 de leite integral esterilizado, 50000 UI de penicilina
¢ 0,05 g de estreptomicina, ¢ uma temperatura de estocagem de +2 a +4°C. Apés 48 h de
estocagem, a maioria dos ejaculados ainda mostraram 50% de motilidade progressiva ¢ o
tempo médio de sobrevivéncia foi de 9 - 10 dias (médximo 15 dias). Cinco éguas que foram
inseminadas conceberam com o sémen estocado por mais do que 40 h.

HUGHES & LOY (9 utilizaram o sémen diluido 1:1 a 1:4 ¢ armazenado a 0 - 5°C por 24, 48,
72 e 96 h e obtiveram taxas de concep¢ao de 71,43% (10/14), 85,71% (12/14), 50,00% (3/6) e
de 66,67% (2/3), respectivamente. De um total de 37 éguas inseminadas, 27 (72,97%)
conceberam. Todas as inseminagdes realizadas apos 24 h de estocagem foram com sémen
diluido em um diluidor creme-gelatina. As inseminagbes realizadas dentro do periodo de
estocagem de 24 h foram divididas igualmente entre o sémen diluido em um diluidor creme-
gelatina ou de leite desnatado.

NISHIKAWA (©2) apresentou os resultados de um experimento “in vitro” comparando o efeito
de trés diluidores (CGH-27, BAKEN Il e glicose a 5%) sobre a viabilidade espermdtica em um
periodo de 72 h, com uma superioridade inequivoca do CGH-27. A taxa de concepgdo para o
sémen diluido 1:3 em CGH-27 e estocado a 4°C por 2 a 8 h foi de 67,3% (247/407).
Entretanto, as taxas de concepg¢do para os espermatozoides armazenados por 24 h (21,43% -
9/42) ¢ 48 h (0% - 0/10) foram muito baixas e, nido tendo encontrado uma explicagdo
plausivel, desde que as amostras mantidas “in vitro” apresentaram boa motilidade em periodos
equivalentes.
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TISCHNER ©?) cita que no periodo de 1945 a 1973, 3743 éguas foram inseminadas artificial-
mente na Polonia. As taxas de concepgio mais altas foram obtidas com a utilizagdo do diluidor
de Milovanov 46 57) (Agua destilada - 95 ml; glicose - 5,7 g; tartarato de sédio-potdssio - 0,67
g; gema de ovo - 25 ml) e do diluidor proposto por Chmielarski & Nowakowski(!4) (Leite
pasteurizado - 100ml; gema de ovo - 0,7 ml; estreptomicina - 0,1 g). O sémen diluido nestes
diluidores foi preservado & temperatura ambiente por 0,5 a 10 h antes da inseminagio. No caso
do sémen diluido no diluidor de Milovanov, as inseminacdes foram realizadas diariamente ou
a cada 48 h e a taxa de concepgdo foi de 73% (72/99). Quando o sémen foi mantido no
diluidor de leite pasteurizado, as inseminacdes foram realizadas a intervalos de 48 a 72 h e a
taxa de concepgio foi de 65% (612/942). O sémen diluido pelo método de Dorotte (1955) e
mantido a 4°C, por 24 a 48 h apresentou a menor taxa de concepgio, de 50% (416/831), para
éguas inseminadas a intervalos de 48 a 72 h. Além disso, o diluidor recomendado por Buiko-
Rogalevic (12) (Agua destilada - 100ml; glicose - 7g; gema de ovo - 0,8 ml) ¢ outros diluidores
contendo creme integral, leite desnatado de égua ou leite de vaca, foram utilizados
ocasionalmente.

A partir da década de 70, comegaram a aparecer na literatura trabalhos de pesquisa sobre o
assunto em questdo, envolvendo uma metodologia cientifica mais adequada, com ‘controles
apropriados dos estudos "in vivo” e “in vitro”. Em relagio aos estudos "in vitro” aparecem os
trabalhos de PALMER (¢7) ¢ PROVINCE et al. (75, 76),

PALMER 7) observou o efeito da taxa de diluigdo , nivel de plasma seminal e do diluidor so-
bre a sobrevivéncia espermitica, em diferentes periodos de estocagem. A taxa de dilui¢io de
1:2 (sémen:diluidor) foi inferior as taxas de 1:5, 1:10 e 1:20, com percentagens de
sobrevivéncia de 41,2 + 1,5, 54,9 + 1,5, 57,2 + 1,5 e 56,4 + 1,5, respectivamente, para o
periodo de conservagdo de 24 h a 4 °C. Para o periodo de estocagem de 36 h a 4°C, testou trés
diluidores: leite desnatado, leite + glicose ¢ INRA 82, com percentagem de motilidade de 30,0
+ 1,5, 39,6 £ 1,5 e 46,0 + 1,5, respectivamente, havendo diferencas estatisticas entre os trés
tratamentos. Em outro experimento, comparou o efeito de dois diluidores contendo gema de
ovo (Baken I ¢ HF 20) ¢ um diluidor a base de leite semi-desnatado com 1,5 % de gordura, na
percentagem de sobrevivéncia pelo tempo de conservagio de 72 h a 4 °C. A motilidade (%)
apresentada pelos espermatozoides conservados no diluidor de leite semi-desnatado (51,6 +
1,8) foi superior & apresentado pelos espermatozoides conservados em Baken I (19,1 + 3,6) e
HF 20 (16,5 + 1,8). Além disso, a redugdo da percentagem de plasma seminal no diluidor apds
a centrifugagdo foi importante para a sobrevivéncia espermdtica. As percentagens de
sobrevivéncia espermdtica com 0% (55,9 + 4,2) ¢ 10% (50,8 = 4,6) de retengdo de plasma
seminal no diluidor foram superiores ds observadas com retengao de 20% (44,2 = 6,5) ¢ 50%
(27,3 £ 3,5) de plasma seminal e que, além disso, foram diferentes entre si.

PROVINCE et al. 7 compararam o efeito de diferentes diluidores [tris-gema de ovo (EYT),
bicarbonato-gema de ovo (EGB), Beltsville F-3 (BF-3), diluidor da Universidade de Cornell
(CUE), caprogénio (CAP) e leite desnatado aquecido (SM)] e diferentes niveis de glicerol (0,3



ou 6%) sobre a motilidade espermdtica, no sémen conservado a 5°C, diluido a uma taxa de 11
x 109 espermatozdides/ml de diluidor. As avaliagoes de motilidade foram realizadas imediata-
mente apos diluigdo (0 h), as 4, 8, 12 ¢ 24 h ¢ a cada 24 h, até que nenhum espermatozoide
movel fosse observado por duas avaliagdes consecutivas. Observou-se um efeito de diluidor P
< 0,05) na motilidade progressiva imediatamente apos a diluigdo e durante as 120 h apos,
embora, apds 48 h de estocagem, a percentagem de espermatozoides moveis tenha sido muito
baixa. O diluidor de leite desnatado foi superior (P < 0,05) a todos os outros para manter a
motilidade a 5 °C. A motilidade no diferiu (P > 0,05) para os espermatozéides diluidos em
CUE ¢ CAP ou CUE e EGB. Além disso, a motilidade dos espermatozoides diluidos em EYT
foi menor (P < 0,05) do que para os diluidos em SM, CAP, CUE ou EGB. Os espermatozoides
diluidos no diluidor BE-3 ficaram iméveis imediatamente apos a diluigdo. De maneira geral, a
motilidade progressiva dos espermatozéides em cada diluidor aproximou-se de zero pelas 12 h
de estocagem, com excegdo dos mantidos em leite desnatado. Em 1985, PROVINCE et al. (76) -
realizaram dois experimentos para comparar o efeito de diluidores (SM, CAP, CUE ou leite
desnatado-glicose), taxas de resfriamento (1,0, 0,5, 0,2 ou direto a 5°C) e temperaturas finais
de conservagio (5°C, 10°C, 15°C e 20°C), sobre parimetros de motilidade progressiva,
avaliada as zero horas e as 4, 8, 12, 24 ¢ 36 h. No primeiro experimento, observou-se que,
independentemente do diluidor, as taxas de resfriamento mais vagarosas (0,2 a 1,02C/minuto)
foram superiores (P < 0,05) 4 imersio direta a 5°C. Além disso, as temperaturas de estocagem
de 20°C e 15°C foram superiores (P < 0,05) as de 10°C e 5°C, no que diz respeito a
manutengdo da motilidade. No segundo experimento, os diluidores caprogénio e leite des-
natado-glicose foram superiores (P < 0,05) ao leite desnatado para a manutengio da motilidade
espermdtica. As amostras estocadas a 15°C ou 20°C ndo mostraram diferengas quanto a
motilidade progressiva.

A obtengdo de significincia entre tratamentos, quando da realizagido de experimentos “in
vivo", requer a utilizagdo de grande mimero de animais e tem sido um dos maiores problemas
para os pesquisadores em reproducéo de eqiiinos, dado seu alto custo ©7- 72), Apesar disso,
imimeros pesquisadores tém preferido esta forma de experimentagio, em virtude de que nem
sempre a manutengdo das caracteristicas de motilidade significaram boa fertilidade. Tal
situagdo foi observada por PICKETT et al. ™), na presenca de diluidores ricos em glicerol e
ions H" e por NISHIKAWA ©2) quando da boa conservagio do sémen diluido em CGH-27
"in vitro”, associada a resultados desastrosos na posterior utilizacdo em éguas, dentro de 24 h e
48 h de armazenamento. Ao contrdrio, DOUGLAS-HAMILTON et al. @4 mostraram que dois
garanhdes que apresentaram uma queda dréstica da motilidade durante o periodo de estocagem
foram mais férteis do que um garanhio cujo sémen nio apresentou tal comportamento. Além
disso, hd que se considerar alguns fatores que podem ter influéncia acentuada na avaliagio,
principalmente das caracteristicas de motilidade espermética, em experimentos tendo como
ponto final a sua avaliagéo: a) tempo necessdrio de reaquecimento do sémen - NISHIKAWA
D) estabeleceu que o tempo requerido para a recuperagio do movimento no teste de
motilidade do espermatozdide preservado foi proporcional ao tempo de armazenamento
anterior, cerca de dois minutos apds seis horas, seis a oito minutos apés 24 h e 10 a 16 minutos
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apos 48 h. Em experimento posterior (2), verificou que os espermatozéides com boa
viabilidade recuperaram sua motilidade mais rapidamente do que os espermatozéides com
baixa viabilidade. Assim, utilizou trés diluidores (Baken II, CGH-27 e solugdo de glicose a
5%) e comparou a sua eficiéncia sobre o tempo necessdrio para o espermatozdide recuperar a
motilidade total a 38°C, apds estocagem a 5°C por 24 ¢ 48 h. A motilidade total foi recuperada
dentro de um minuto quando os espermatozéides foram diluidos em CGH-27 e, para os outros
dois diluidores, a motilidade mdxima nio foi alcangada dentro de oito a dez minutos apos a
estocagem por 48 h. Alguns trabalhos sequer mencionam o tempo de reaquecimento de sémen
ap6s a estocagem %.73.76), outros o fazem por um curto periodo de tempo - um a trés minutos
(24 28), ¢ apenas os mais recentes parecem preocupados com tal varidvel 7 %8), indicando um
aquecimento do sémen por dez minutos, apés periodos de estocagem de 6 a 120 h.
Finalmente, hd que s salientar que FRANCL et al. 2%) observaram aumento de cerca de 20%
na motilidade (n = 25), quando as amostras foram mantidas por 10 minutos a 37°C antes da
avaliagdo, em relagdo 4 motilidade das mesmas amostras avaliadas apés um periodo de
aquecimento de um a trés minutos; b) subjetividade envolvida na avaliagdo da motilidade por
individuos diferentes, principalmente quando a motilidade ¢ dividida em vdrias categorias
(local, progressiva). Isto pode ser resolvido parcialmente pela utilizagdo do sistema duplo-cego
e triplo-cego; ¢) dificuldade de visualizagio adequada, provocada pela presenca de glébulos de
gordura, quando se utilizam diluidores a base de gema de ovo e creme de leite; d) redugio da
viabilidade espermatica quando se procura clarificar o diluidor & base de gema de ovo, pela
centrifugagéo, para facilitar a visualizagio espermdtica, em virtude da eliminagdo da fracdo
lipoprotéica da gema.

De certa forma, dentro da dtica apresentada anteriormente, os trabalhos envolvendo a fertili-
dade de ¢guas inseminadas com sémen estocado a diferentes intervalos de tempo poderdo
apresentar resultados mais confidveis do que aqueles tendo como ponto final a manutengio das
caracteristicas de motilidade. Com este objetivo, PACE & SULLIVAN 3) ytilizaram sémen
de trés garanhdes diluido em um diluidor (TCA-325), rico em ions H™, na concentragdo de 100
x 108 espermatozoides moveis em uma dose inseminante de 10 ml, para inseminar as éguas
imediatamente apos a diluigdo (I) e apds 2 h de resfriamento a 5°C (I). As taxas de concepgio
para as éguas inseminadas dentro de 10 a 15 minutos (I) e para as inseminadas dentro de 120
minutos apos a colheita (IT) foram de 33% (5/15) € 27% (4/15), respectivamente (P > 0,05).

DEMICK et al. @2) estudaram o efeito do resfriamento, estocagem, “glicerolizagdo” ¢ mimero
de espermatozoéides sobre a fertilidade de 72 éguas inseminadas com sémen diluido de trés
garanhdes. O sémen foi diluido em um diluidor de creme-gelatina e utilizado: 1) dentro de uma
hora apos a colheita, a 38°C; II) ap6s o resfriamento por 2 h a 5°C; IIT) apds o resfriamento a
5°C, com adigdo de 7% de glicerol ¢ IV) apés o resfriamento por 24 h a 5°C. A metade das
¢guas foram inseminadas com 100 x 10° espermatozéides progressivamente moveis ¢ a outra
metade com 500 x 10° espermatozéides. As taxas de concepgdo ao primeiro ciclo, foram de
56%, 39%, 6% ¢ 28%, para os tratamentos [, IL, 11l e IV, respectivamente. O tratamento III foi
igual ao IV e diferente (P < 0,05) dos tratamentos I e II. Além disso, os tratamentos I, II e IV
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foram iguais (P > 0,05). Apds trés ciclos, as taxas de concepgdo foram de 94%, 83%, 44% e
56%, respectivamente, para os tratamentos I, II, Il e IV. Neste caso, o tratamento 1T foi igual
ao IV (P > 0,05) e diferente dos tratamentos I e Il (P < 0,05). Por sua vez, o tratamento IV foi
igual ao TII, mas diferente do TI (P < 0,05). Finalmente, os tratamentos I ¢ I foram
semelhantes (P > 0,05). A submissdo dos espermatozoides a estresses severos, seja pela
presenga do glicerol seja pelo armazenamento por 24 h a 5°C, reduziu significativamente a
fertilidade.

PALMER ©7) verificou o efeito da estocagem do sémen por 6 h a 4°C, em diferentes
diluidores, sobre a fertilidade de éguas. No experimento I, utilizou os seguintes tratamentos: I)
sémen fresco; II) sémen diluido em Baken I; I1T) sémen diluido em Baken 1, resfriado a 4°C e
estocado por 6 h. As taxas de concepgio foram de 40% (n = 25), 46% (n = 28) ¢ 29% (n = 31),
respectivamente. Os tratamentos 1 e II foram diferentes (P < 0,05) do tratamento III. No
segundo experimento, comparou a eficiéncia de um diluidor & base de gema de ovo (Baken I)
com um a base de leite, na manutengio da fertilidade dos espermatozoides conservados por6h
a 4°C. As taxas de concepgdo foram de 29% (n = 52) ¢ 53% (n = 53) para as éguas
inseminadas com o diluidor Baken I ¢ de leite, respectivamente (P < 0,05).

Em 1987, FRANCL et al. @® realizaram dois experimentos visando detectar o efeito de
diluidores ¢ de diferentes tempos de estocagem sobre a fertilidade de éguas inseminadas. No
experimento I, os tratamentos seminais foram: I) leite desnatado aquecido, mantido a 37°C e
inseminagdes realizadas dentro de uma hora; II) leite desnatado-glicose, mantido a 37°C e
inseminagdes realizadas dentro de uma hora; III) leite desnatado-glicose, resfriado a 20°C e
inseminagdes realizadas apos 12 h de estocagem. Foi utilizado sémen de dois garanhdes e as
¢guas foram inseminadas em dias alternados, com concentragio de 250 x 10© espermatozéides
moveis, a partir do segundo ou terceiro dia de cio ou apés a detecgdo de um foliculo com 35
mm de didmetro. Como ponto final, utilizou-se a recuperagdo ndo cirtrgica de embrides 6,5
dias apds a ovulagdo. A fertilidade do sémen diluido em leite desnatado-glicose ¢ usado apos a
estocagem por 12 h a 20°C (III) foi de 50% (16/32), compardvel (P > 0,05) a obtida com o
mesmo diluidor mantido a 37°C (II), de 56,2% (18/32) ou 4 obtida com o sémen fresco, diluido
em leite desnatado (I) e utilizado dentro de 1 h apos a colheita, de 62,5% (20/32). No
experimento II, compararam a fertilidade do sémen diluido em leite desnatado-glicose com
inseminagdes realizadas dentro de 1 h da colheita, a 37°C (I) e ap6s estocagem a 20°C por 24 h
(ID). A dose inseminante foi de 250 x 10° espermatozdides progressivamente moveis ¢ como
ponto final utilizou-se a colheita ndo cinirgica de embrides no 6° dia apds a ovulagdo. As taxas
de concepgio foram 68,1% (32/47) e 61,7% (29/47) para os tratamentos I ¢ 11, respectivamente
(P > 0,05). Entretanto, PICKETT et al. 72, citando dados nio publicados dos mesmos autores
mencionados anteriormente, traduzem uma realidade um pouco diferente. Assim, em um
estudo similar, envolvendo sémen de dois garanhoes, diluido em leite desnatado-glicose, ¢
inseminagOes utilizando 500 x 10° espermatozdides moveis/dose inseminante. Para éguas
inseminadas com sémen diluido, utilizado a 37°C dentro de 1h, a fertilidade foi de 75%
(30/40). Entretanto, quando o sémen foi estocado por 24 h a 20°C, a fertilidade foi de apenas
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40% (16/40), e ndo repetiu o sucesso anterior de 61,7% (29/47) para o mesmo periodo e
temperatura de armazenamento.

HEISKANEN et al. 35 realizaram vérios experimentos no sentido de identificar as condig¢oes
ideais para estocagem do sémen eqiiino, por um periodo de 24 h. De todos os meios artificiais
¢ biolégicos testados para a conservagio do sémen a 25 - 27°C, apenas a incubagio em uma at-
mosfera contendo 5% de CO, ou a adigio de teofilina pareceu prolongar a sobrevivéncia es-
permitica. Esta sobrevivéncia foi sempre melhor quando os espermatozéides foram mantidos
no diluidor de leite desnatado-glicose *!) mas, mesmo nas circunstincias mais favordveis, a
motilidade progressiva foi relativamente baixa as 24 h. Em um segundo experimento, conclui-
ram que as condigdes ideais de estocagem foram atingidas, quando se adotaram os seguintes
procedimentos: a) colheita do sémen; b) centrifugagdo - a motilidade das amostras as 48 h de
estocagem foi duas vezes maior nas que foram centrifugadas e ressuspendidas em um meio
ideal; ¢) utilizagio de um meio ideal para ressuspensio dos espermatozoides - os diluidores de
Kenney et al. @) ¢ Kenney modificado pela inclusio de hepes ¢ teofilina foram os mais
benéficos para a sobrevivéncia espermdtica; d) envasamento ideal - a utilizagio de bolsas
pldsticas com eliminagdo total do ar foi superior & atmosfera com 95% de O, + 5% CO, e
muito superior & presenca de ar dentro das bolsas; e) resfriamento vagaroso - a utilizagdo do
container proposto por Douglas-Hamilton et al. @4) permitiu um resfriamento vagaroso de -
0,3°C/minuto que ¢, no momento, considerado o ideal para a manutengdo da motilidade ¢
fertilidade do sémen estocado; f) resfriamento para uma temperatura final de 5-7°C - muito
melhor que 4 temperatura ambiente, visando conservar as caracleristicas mencionadas no item
"¢"; g) manutengio do pH em nivel fisiolégico - a presenca de Hepes no diluidor pode cumprir
este papel; h) utilizagdo ideal do sémen dentro de 24 h apés a colheita; i) estimulagdo da
motilidade - a utilizagdo de metilxantinas, tais como teofilina e cafeina, podem estimular a
motilidade, possivelmente pela inibi¢ao da atividade fosfodiesterase e o subseqiiente actimulo
de nucleotideos ciclicos, especialmente o AMP-ciclico dentro das células esperméticas.

Utilizando os procedimentos mencionados anteriormente, os autores utilizaram sémen diluido
no diluidor de Kenney (I) e Kenney modificado (II), estocado por um periodo de 24 h, para
inseminar 21 éguas. As taxas de concepgio foram 82% (9/11) e 70% (7/10) para os tratamen-
tos I e II (P > 0,05), em apenas um ciclo estral.
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ANEXO 3

Ficha para controle de éguas inseminadas, do comportamento sexual do garanhio
e da avaliacao fisica do sémen.

Diluig¢ao do sémen:

FICHA PARA AVALIACAO DO SEMEN

Garanhéo Data
Responsdvel Hora
Tempo de reacio Tempo para a monta

Duracao da ejaculacio

N° de montas Ejaculado n°
Motilidade Volume (ml)
Fresco (%) Vigor Sémen (sem gel)
Diluido (%) Vigor Gel
Cor/Aspecto
SEMEN (SEM GEL)
x 106 sptz por ml pH

Total de espermatozdides (x109)

Total de mdveis (¥109)

Espermatozodides mdveis/ml (x 10%)

Dose inseminante

EGUAS INSEMINADAS

Egua Diluente Local Horiério Observacio
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ANEXO 4

Fluxograma para o controle reprodutivo de eqiiinos.

GARANHAO

.

espermiograma e
teste de resisténcia
espermatica

espermiograma
mensal

FONTE: PALHARES (65),

MATRIZES

Gestantes Paridas Vazias

Parto descartar a possi
l bilidade de problemas

Potras

ginecologicos

rufiagdo didria l

e palpagdo a

a partir do 4° dia rufiagdo e controle

pos-parto ginecologico de
3 em 3 dias

Cio
—» Controle folicular diario

Monta proximo a ovulagio
ou apos ovulagdo imediata

Cio l
A

Rufiagdo 15 dias pos-
ovulagdo por 6 dias
consecutivos

Diagnastico de gestagio aos
17, 25, 40, 60 ¢ 90 dias
pos-ovulagio

Programagio da data do parto
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