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RESUMO:

A criopreservacao de sémen equino vem crescendo no
pais, devido ao interesse comercial pelo uso da técnica
de inseminacdo artificial associada com sémen
congelado. Contudo as dificuldades encontradas com o
uso desta pratica para sémen equino, pelas diferengas
individuais de congelabilidade e reduzida capacidade
caracteristicas dos espermatozoides equinos de
resistirem aos danos causados pelos processos de
congelamento, evidenciam a necessidade do
desenvolvimento de novas técnicas e estudos em busca
de diferentes diluentes crioprotetores que agreguem
melhores resultados ao processo.

Palavras chave: Crioprotetores. Diluentes. Garanhdes.

Reproducdo equina.

ABSTRACT:

Cryopreservation of equine semen has been increasing
in the country, due to the commercial interest in the use
of the artificial insemination technique associated with
frozen semen. It contains the difficulties encountered
with the use of this practice for equine semen, by the
individual differences freezing and reduced ability of
equine spermatozoa to withstand damage caused by
freezing processes, thus evidencing a need to develop
new techniques and studies in the search of different
cryoprotective diluents that add better results to the
process.

Keywords: Cryoprotectants. Diluents. Equine
reprodution.Stallions.

1. Introducao

O Brasil é o terceiro maior criador de cavalos do mundo, com quase seis milhdes de cabecgas,
perdendo apenas para China e México. A maior populacdao desses animais encontra-se na regiao
Sudeste, logo em seguida aparecem nas regides Nordeste, Centro- Oeste, Sul e Norte. A
equideocultura no pais gera milhdes de empregos diretos e indiretos, movimenta R$ 7,3 bilhdes
por ano com essa producao, confirmando assim a dimensao da equideocultura que forma no
Brasil uma importante cadeia do agronegdcio, com forte interacdao com setores ligados ao lazer,
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cultura e turismo (Brasil, 2016).

A equinocultura no pais estd em expansdo onde a intensificacao e tecnificacao das criagoes
estdo sendo cada vez mais requeridas. Assim a utilizacdao de biotécnicas reprodutivas como a
Inseminacao Artificial (IA) e a Transferéncia de Embrides (TE) esta crescendo para melhorar a
producao (Farias, 2013). Na equideocultura mundial é cada vez maior a utilizacdo do sémen
congelado devido a recente liberacdo do seu uso por grande parte das associagoes dos
criadores. Dada a notoriedade do interesse comercial pelo uso da técnica de IA com sémen
congelado, pesquisas na area de criopreservacdao de sémen equino tém sido constantemente
desenvolvidas (Zimmermann et al., 2009).

A utilizacao da criopreservacao de sémen iniciou-se ha aproximadamente 60 anos com a
descoberta do glicerol como crioprotetor. Essa descoberta permitiu que os espermatozoides
fossem congelados, armazenados por tempo indeterminado e usados com sucesso na
inseminacao artificial. Sabe-se que boa parte dos garanhdes nao responde bem a essa
biotécnica, o que faz com que o numero de pesquisas nesse sentido venha aumentando cada
vez mais, com o intuito de superar a variacao individual (Vidament, 2005).

A pratica de criopreservacao tem sido continuamente modificada e melhorada, sendo
notoriamente mais bem sucedida em bovinos do que em outras espécies domésticas. (HAFEZ,
2004). A criopreservacao de sémen equino vem crescendo por proporcionar a possibilidade de
um melhor aproveitamento genético de animais de grandes valores econdmicos e zootécnicos,
devido a facilidade de transporte e armazenamento do material genético de garanhdes por
longo periodo de tempo (Oliveira et al., 2013a).

Entretanto, a fertilidade do sémen congelado ainda é baixa e isto dificulta a sua utilizacdo em
larga escala, pois o uso do sémen equino congelado encontra dificuldades pelas diferencas
individuais de congelabilidade espermatica existente entre garanhoes, ejaculados do mesmo
individuo e também pela reduzida capacidade dos espermatozoides equinos de resistirem aos
danos causados pelos processos de congelamento e descongelamento (candeias, 2010).

No entanto a utilizacao da criopreservacao de sémen equino apresenta vantagens como
armazenamento do sémen congelado por tempo indeterminado; utilizacdo do sémen de animais
excepcionais mesmo apos a perda da capacidade reprodutiva ou morte; maximizacao do
numero de descendentes de um unico reprodutor; controle de doencas sexuais e facilidade no
transporte a longas distancias. No entanto, o processo encontra desafios como a variabilidade
do congelamento de sémen entre garanhdes e o transporte de garanhdes a centros
especializados em congelamento (De Vita et al., 2011).

Por isso é de grande importancia ressaltar os diferentes tipos de protocolos de crioprotetores,
diluidores e curvas de congelamento utilizados na criopreservacao, para que se adapta a cada
protocolo para cada individuo (Oliveira et al., 2013a). Diante das necessidades de novos
estudos nessa area objetivou-se fazer um revisao de literatura destacando a aplicagao do
processo de criopreservacao de sémen, bem como os principais crioprotetores utilizados no
congelamento de sémen de garanhdes.

2. Revisao de literatura

2.1. Criopreservacao de sémen

A criopreservacao € uma tecnologia por meio da qual células, tecidos ou embrides sdo
preservados a temperaturas abaixo do ponto de congelamento da agua, tendo como premissa a
preservacdao da composicao e da viabilidade das células por tempo indefinido (PEGG, 2002).

Os primeiros relatos de criopreservacao de sémen vém da descoberta do glicerol como
crioprotetor, ha aproximadamente 60 anos, permitindo assim que os espermatozoides fossem
congelados, armazenados por tempo indeterminado e utilizados com sucesso na IA (Vidament,
2005). Desde entdo varias técnicas tém sido testadas para a criopreservacdao espermatica



utilizando diferentes velocidades e meios de centrifugagcao, curvas e meios de congelamento,
crioprotetores e suas concentracdoes, bem como protocolos de descongelamento, embora ainda
nao haja uma metodologia de congelamento universalmente especifica para a espécie (Oliveira,
2013).

O processo de criopreservacdao de sémen promove grande estresse celular e impde aos
espermatozoides condicoes desfavoraveis a manutencao de sua viabilidade (PURDY, 2006).
Passando pelas fases de diluicao do sémen fresco, centrifugacdo, adicao do diluente crioprotetor
de congelamento, refrigeracao, preenchimento das palhetas e congelamento.

Provoca varias situacoes de estresse para as células espermaticas que podem comprometer a
viabilidade das mesmas apds o descongelamento, devido ao grande estresse térmico,
mecanico, quimico e osmoético que é imposto aos espermatozoides, especialmente a sua
membrana plasmatica, além da formacao de cristais de gelo intracelulares. Com o intuito de
proteger os espermatozoides dos efeitos criticos de criopreservacao e estabilizacdo dos
componentes da membrana plasmatica, sao utilizados diluentes tanto no processo de
resfriamento, quanto no congelamento (Watson, 2000; GONCALVES e NEVES, 2011).

A passagem da membrana plasmatica do seu estado liquido para seu estado cristalino, é a fase
de transicdo que provoca mais danos a integridade da membrana espermatica. O resfriamento
provoca mudancas na forma estrutural das moléculas de fosfolipidios, impossibilitando a
movimentacdo aleatdria dessas proteinas, o que resulta em aumento de permeabilidade da
membrana e decréscimo da atividade metabdlica (Amann e Pickett, 1987).

Quaisquer modificacdes na organizacao em mosaico fluido da membrana, como assimetrias na
bicamada lipidica e sua interagcdo com as proteinas, podem provocar alteragdes nos receptores
de membrana, o que altera suas funcdoes. A membrana plasmatica afetada pelo frio pode sofrer
mudancas na sua permeabilidade, que resulta em alteracdes funcionais e metabdlicas,
prejudicando a motilidade e a capacidade fecundante dos espermatozoides (Nunes et al.,
2006).

Os espermatozoides dos garanhdes respondem de maneira diferente a criopreservacao,
produzindo na sua maioria sémen de intermediaria ou ma qualidade com relagao a
congelabilidade. De acordo com Candeias (2010) que avaliando 80 garanhdes das racas
Hannoveriano, Holsteiner, Trackner e Quarto de Milha, percebeu que metade apresentaram
bons padroes de motilidade no sémen pds-descongelamento. No entanto, nas ragcas como
Mangalarga e Mangalarga Marchador, esse percentual caiu para apenas 15%, demonstrando
gue ha variacdo entre ragas e muitas vezes variagao individual relacionado a congelabilidade e
o uso do glicerol. Pode-se constatar que além das diferencas individuais entre a espécie equina
existe um fator racial que interfere na resisténcia espermatica ao congelamento.

Apesar de apresentar baixa eficiéncia, por mostrar diferencas individuais com relacao a sua
preservacao (Lagares et al., 2000) a criopreservacao de sémen equino faz-se necessaria devido
as exigéncias do mercado, pois viabiliza a criagdo de bancos de armazenamento de material
genético de alto valor agregado por longos periodos (Terraciano et al., 2008).

Buscando melhorar os resultados e minimizar esses efeitos agressivos do congelamento e
descongelamento, adiciona-se aos meios diluidores agentes crioprotetores.

2.2. Agentes crioprotetores

Os agentes que constituem bons diluidores tem, entre outras, as funcdes de proporcionar
nutrientes como fonte de energia, proteger as células espermaticas do efeito prejudicial do
resfriamento rapido e durante o congelamento (Hafez, 2004). Assim o uso de crioprotetores
gue possuem funcao de proteger as células e tecidos dos efeitos deletérios causados na
morfologia dos espermatozoides durante o congelamento e descongelamento faz se necessario
independente das técnicas ou protocolos utilizados (Alvarenga et al., 2005).

Os crioprotetores sao divididos entre penetrantes ou intracelulares, como glicerol e amidas, e



nao penetrantes ou extracelulares, como proteinas do leite e da gema de ovo e acucares. Os
crioprotetores capazes de atravessar a membrana plasmatica do espermatozoide como os
penetrantes, devido ao pequeno tamanho molecular, sao essenciais para minimizar ou prevenir
a formacdo de cristais de gelo intracelular. Por sua vez os que ndo tém essa capacidade, pelo
seu maior tamanho das particulas, como os ndo penetrantes, auxiliam na estabilizacdo da
membrana plasmatica durante o processo de congelamento e descongelamento (Amann e
Pickett, 1987).

2.2.1. Alcoois

O glicerol, um alcool polihidrico altamente permeavel, € usado quase que universalmente como
agente crioprotetor para congelar sémen (Hafez, 2004). No entanto se utilizado em altas
concentracoes apresenta toxidade para a célula e compromete a fertilidade (Amann e Pickett,
1987). A maioria dos diluidores utilizados para o congelamento contém entre 2,5 a 5 % de
glicerol em sua composicao (Candeias, 2010).

O etilenoglicol, também é definido como alcool, pode realizar ligacdes de hidrogénio na
membrana do espermatozoide (Kundu, 2000). Estudos comparativos realizados por Alvarenga
et al. (2000) entre glicerol e etilenoglicol demonstraram atuagao semelhante destes, sendo que
a combinacdo possibilita a reducdo do teor de glicerol, diminuindo o seu efeito tdxico. Ja Arruda
(2000) avaliou a substituicao do glicerol pelo etilenoglicol como agente de criopreservacao de
sémen equino, concluindo que ambos apresentam basicamente as mesmas propriedades
crioprotetoras.

2.2.2 Amidas

As amidas sao compostos organicos formadas por trés pontos de ligacao ao hidrogénio,
portanto trés ligagdes a menos que o glicerol, sendo assim menos viscosas e menos soluveis
em agua, o que leva a menor permeabilidade da membrana. Caracteristica esta que é favoravel
na criopreservacao, pois diminui a possibilidade de danos celulares por estresse osmoético (Ball
e Vo, 2001). As amidas apresentam resultados favoraveis nos diversos parametros
espermaticos avaliados, em especial para garanhdes que apresentam resultados desfavoraveis
ao uso de glicerol (Alvarenga et al. 2000).

A dimetilformamida é uma das amidas que vem sendo bastante utilizada por melhorar os
processos de vitrificacdo e estabilizacdao em agua, superando o glicerol, se mostrando eficiente
para a criopreservacao de tecidos vivos (Baudot e Boutron, 1998). Outro estudo mais recente
relatou que a dimetilformamida protege as células espermaticas do garanhao dos efeitos
deletérios do processo de criopreservacao (Medeiros, 2003).

Em experimento utilizando diluidor de congelamento a base de gema de ovo e leite, com
variacao do crioprotetor de: (1) 5% glicerol; (2) 5% dimetilformamida; (3) 5%
metilformamida; (4) 3% de dimetilacetamida, e realizando analise computadorizada da
motilidade total e progressiva apds o descongelamento, demonstraram superioridade da
dimetilformamida e metilformamida para o congelamento de sémen de garanhdes da racga
Mangalarga Marchador e baixo resultado no congelamento obtido quando o glicerol foi usado
como crioprotetor (Gomes et al., 2002).

2.2.3 Proteinas

A gema de ovo é largamente utilizada na composicao dos diluidores, por conter lecitina, a qual
se acredita proteger a membrana espermatica por restaurar os lipidios perdidos durante o
choque térmico (Watson, 1995). Trabalhando com aspectos relacionados ao congelamento de
sémen concluiu-se que a porgao proteica de baixa densidade da gema de ovo protege as células
espermaticas do choque térmico, da fase de transicao dos lipideos e dos danos causados a
membrana pelas temperaturas abaixo do ponto de congelamento da solucao (Holt, 2000). As
concentracoes de gema de ovo nos diluidores usados para congelamento de sémen equino
variam de 2 a 20%, dependendo do diluidor utilizado e do nivel de glicerol e leite (Clulow et al.
2007).



Através da adicao de 20% de gema de ovo de galinha ou 20% de gema de ovo de ema em
amostras de dois diluentes comerciais a base de gema de ovo, leite desnatado e glicerol ou
aminoacidos, glicidios, gema de ovo, glicerol e dimetilformamida, Linden (2012) concluiu que a
gema de ovo de ema pode ser uma alternativa para producao de diluentes para congelamento
de sémen de equinos, contudo uma reducdo na integridade da membrana plasmatica foi
observada quando associado ao diluente que usa apenas glicerol com crioprotetor.

As proteinas do leite exercem um papel na criopreservacao, semelhante ao da gema de ovo,
nao sendo, contudo capaz de substitui-la plenamente. O leite é mais utilizado para diluir e
armazenar o sémen in natura ou refrigerado. Os diluidores para sémen equino comercializados
no Brasil sao EZ - Mixin® (CST), Max Sémen® (Agrofarma); Botu-Sémen® e Botu-Turbo®
(Biotech Botucatu) Equimix® (Nutricell), sendo que todos utilizam leite e ou derivados em sua
composicao (Raphael, 2007).

Segundo Freitas (2013) o leite desnatado UHT, utilizado como uUnico diluente do sémen para a
centrifugacao durante o processo de congelamento é suficiente para a protecao do
espermatozoide. Através de experimento avaliou 14 ejaculados equinos divididos em dois
grupos, grupo controle (diluicdao 1:1 em meio comercial Botu-Sémen®) e grupo leite (diluicao
1:1 em leite desnatado UHT) para o processo centrifugacao e posterior adicao de crioprotetor
(Botu-Crio®) para congelamento em ambos os grupos. Os resultados pds- descongelamento
obtidos através das avaliacdes da cinética espermatica, da integridade de membrana plasmatica
e de membrana acrossomal, e da viabilidade espermatica, demonstraram que ndao houve
diferenca, na utilizacao do leite desnatado na centrifugacao em relagcao ao diluente comercial.

2.3. Coletas e avaliacao de sémen equino

O sémen pode ser satisfatoriamente coletado em garanhdes com 24 meses de idade, com o
numero de espermatozoides por ejaculado variando entre sete e quinze bilhdes, volume de 60 a
100 ml, sujeito a sofrer variacdes estacionais. Apds a coleta do sémen, sua qualidade e
guantidade devem ser verificadas por meio do exame androldgico (AX et al., 2004). As
caracteristicas do sémen sao influenciadas pelo grau de estimulagao sexual, frequéncia de
ejaculacao, idade, tamanho, testicular e método de coleta (Hafez & Hafez, 2004).

A coleta pode ser realizada em manequim ou na prépria égua no cio, estimulando o garanhdo a
ejacular dentro da vagina artificial, a qual deve simular condicdes anatdmicas semelhantes as
apresentadas no interior da vagina da égua (Martins, 2011). A mucosa interna da vagina deve
ser preenchida com agua morna aproximada a 45°C e completada com ar afim de atingir
pressao suficiente para causar atrito e estimular o macho (Berber, 2015).

Esse processo inicia-se com a preparacao da vagina, passando pela excitacao e limpeza do
pénis, seguida da monta, terminando com a ejaculacao. Apds coletado o sémen deve ser
rapidamente transportado ao laboratdrio para a avaliacao e posterior processamento (Ax et al.,
2004), podendo ser utilizado fresco, diluido e resfriado, ou congelado que sugere maior
flexibilidade de manejo.

As avaliacOes laboratoriais basicas com o objetivo de estimar o potencial de fertilidade de uma
partida de sémen e que seguem os padrdes minimos exigidos pelo Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal (CBRA) para avaliacao do sémen, in natura ou criopreservado, sao:
motilidade espermatica (%); vigor (1-5); concentracao espermatica (milhdes/ml);
anormalidades espermaticas (%) e teste de integridade de membrana plasmatica e acrossomal
(Arruda et al., 1992).

Segundo o CBRA (2013) a motilidade é expressa em porcentagem (0 a 100%) a proporcdo de
espermatozoides moveis, através de avaliagdes subjetivas de uma gota de sémen em
microscopio binocular ou métodos mais precisos como avaliagcdo computadorizada. O vigor
representa a forca do movimento e consequente velocidade com que os espermatozoides se
movimentam, sendo classificado de 0 a 5, onde zero é a auséncia de movimento progressivo,
exclusivamente oscilatorio e cinco resulta em movimento retilineo progressivo e muito rapido.



Ja a concentragao representa o numero de espermatozoides por cm3 ou ml, onde o
procedimento mais comum de calculo é pela contagem das células na camara de Neubauer, de
forma mais exata pela espectrofotometria ou métodos computadorizados.

Os valores padroes seminais desejaveis para efeito de selecao de garanhdes para monta natural
sao 70% de motilidade progressiva, vigor 3 e total de espermatozoides anormais maximo de
30%. Serao considerado fora do padrao para sémen refrigerado e congelado os que
apresentarem motilidade progressiva menor que 30%, vigor abaixo de 3, acima de 40% de
anormalidades espermaticas e nimero de espermatozoides com motilidade progressiva no ato
da inseminacao ou no pds-descongelamento menor que 200 bilhdes por dose (CBRA, 2013).

Alguns equipamentos foram desenvolvidos para facilitar essas avaliacdes e minimizar as
imprecisoes das analises subjetivas realizadas sob uso de microscopia 6ptica, tornando-as
computadorizadas. O exemplo dos aparelhos CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), que
apresenta relevancia na determinacdo do potencial genético de fertilidade dos espermatozoides
através da avaliacdo automatizada da motilidade, e Citbmetro de Fluxo que tem sido utilizado
para avaliar a integridade da membrana plasmatica e o estado do acrossoma do
espermatozoide equino, essencial para o funcionamento do mesmo (Arruda et al., 2007).

2.4 Congelamento e descongelamento de sémen equino

Durante o processo de criopreservacao o sémen deve ser refrigerado da temperatura corporea
a temperatura ambiente (37° a 20° C), sem ocasionar danos ao espermatozoide. Para isto é
necessario diluir o s€men em meio adequado. O estresse inicial se da devido a transicdo da
membrana plasmatica do estado liquido para o estado de gel, quando o espermatozoide é
submetido a temperatura de refrigeracao a 5° C (Squires et al., 1999; Soares e Guerra, 2009).
As taxas de resfriamento podem ser divididas dentro de trés categorias: lentas
(<0,339C/min.); médias (0,33°C/min. a 1,0°C/min.) e rapidas (>1,0°C/min.) segundo
Douglas-Hamilton et al. (1984).

De acordo com Amman e Pickett (1987) na maioria dos protocolos para o congelamento é
utilizada uma curva de congelamento rapida de -60°C/min., sendo obtida pela exposicao das
palhetas horizontalmente, trés cm acima do vapor de nitrogénio, durante 20 minutos. Estes
pesquisadores também concluiram que o descongelamento de amostras contidas em palhetas
com capacidade para 0,5 ml, deve ser feito a temperatura de 37° C por 30 segundos.

Dentre os tipos de curvas de congelamento utilizadas, na curva lenta os espermatozoides
sofrem danos por excessiva desidratacao da célula, impedindo a formacao de cristais de gelo
intracelular, porém altas concentracoes de soluto podem gerar lesdes nas células. Se
congelados muito rapido, os espermatozoides ndao perdem agua suficiente, provocando a
formacao de cristais de gelo intracelular, que geram danos irreversiveis. Sendo assim a curva
de congelamento deve ser suficientemente lenta para permitir a saida de agua de dentro da
célula evitando os cristais de gelo, e suficientemente rapida para minimizar os danos caudados
pela exposicao prolongada a concentracgoes altas de solutos (Watson, 1995).

O processo de descongelamento depende do método em que o sémen foi congelado, a curva de
aquecimento deve acompanhar a velocidade com que ocorreu o congelamento. Assim se a
curva de congelamento utilizada foi lenta, a de descongelamento também deve ser lenta,
permitindo a reidratacdo da célula e quebrando os cristais de gelo intracelulares. E vice e versa,
caso o sémen tenha sido congelado rapidamente, também deve ser descongelado na mesma
velocidade possibilitando assim que o gelo intracelular formado nao tenha tempo de
recristalizar (Amman e Pickett, 1987).

As maquinas de congelamento automatico e programaveis surgiram com o intuido de facilitar e
objetivar o processo de criopreservacao. Estao sendo utilizadas por serem convenientes para o
congelamento de grandes quantidades de palhetas de sémen, além de controlar a taxa de
congelamento. O beneficio do congelamento automatizado é que a curva de refrigeragao pode
ser programada, por exemplo, 4 a 5° C por 4 min., de -5a -110° C por 25 min. ede -110 a



-1400° C por 35 min. e, somente entdo, as palhetas de sémen sdao mergulhadas em nitrogénio
liguido (Purdy, 2006).

Foram avaliadas amostras de 36 ejaculados equino em trés curvas diferentes de congelamento
programadas em maquina automatizada (TK3000®). O periodo de resfriamento a 5° C foi
controlado para todos os tratamentos em uma curva automatizada de 0,5° C/min. O
tratamento controle foi congelado em caixa de isopor contendo nitrogénio liquido, na qual as
palhetas eram dispostas a 6 cm do nivel do nitrogénio por 20 minutos e congeladas por imersao
direta no mesmo. Ja as curvas programadas na maquina foram: Curva 1: 15°C/min. entre
+5°C e - 60°C 4°C/min. entre -60°C e -100°C; Curva 2: 20°C/min. entre +5°C e -100°C e
Curva 3: 20°C/min. até -60°C e posteriormente a uma curva de 10°C/min. entre -60°C e
-100°C. Concluindo que todas as trés curvas testadas no experimento foram eficientes na
congelabilidade de sémen equino em relacao aos parametros espermaticos, motilidade e
integridade da membrana. Sendo que a maquina de congelamento TK3000® foi tao eficaz
guanto a metodologia de congelacdao em caixa de isopor (De Vita, 2008).

2.5. Principais crioprotetores utilizados no congelamento de
sémen equino

Em experimento MEDEIROS (2003) objetivou testar diferentes formas de amidas como agentes
crioprotetores em comparacao ao glicerol a 5%. Os tratamentos de crioprotetores foram
divididos em: DA1- dimetilacetamida a 1% (v/v), DA3-dimetilacetamida a 3% (v/v), DA5-
dimetilacetamida a 5%, MF5- metilformamida a 5% (v/v), DF5-dimetilformamida a 5% (v/v) e
GL5- glicerol a 5%. O agente crioprotetor glicerol foi inferior a todos os derivados de amidas,
no sentido de proteger os espermatozoides de garanhdes contra os danos do congelamento e
descongelamento, e dentre as amidas estudadas a dimetilformamida foi a mais eficiente em
crioproteger os espermatozoides de garanhdes.

Ja Juliani e Henry (2008) utilizando 24 ejaculados de garanhdes para testar os efeitos de um
diluidor a base de gema de ovo associado com diferentes concentracdes dos crioprotetores
glicerol, etilenoglicol, acetamida e leite desnatado. Observaram que o tratamento contendo
apenas glicerol apresentou os maiores valores de motilidade total e progressiva, ja os diluentes
contendo leite em composicao apresentaram maiores valores de integridade funcional e
estrutural da membrana. Concluindo que as modificagdes incorporadas aos meios diluidores
testados nao resultaram em melhor efeito crioprotetor que o meio a base de glicerol 5% no
congelamento do sémen equino.

Outro estudo da viabilidade do sémen de garanhdes no pré e pds congelamento utilizando
glicerol e metilformamida, propos que quando utilizados em concentragdes usuais 0s mesmos
nao causam nenhum efeito deletério durante o processo de refrigeracao, e ainda foram
eficientes em proteger as células espermaticas dos danos do congelamento nas concentragdes
2,3, e 4,5%, com melhores resultados para metilformamida comparados com glicerol (Ferreira,
2008).

Utilizando duas curvas de congelamento e dois diluentes comerciais, maior eficiéncia na
criopreservacao de sémen equino foram encontradas utilizando a curva automatizada e um
diluente que continha em sua composicao agucares, aminoacidos, gema de ovo, glicerol e
metilformamida, quando comparado ao diluente composto por leite desnatado e gema de ovo,
com glicerol como crioprotetor e que nao continha amidas em sua formacao.

Resultados que indicam a adocao de diluentes contendo amidas como crioprotetor obtiveram
melhores resultados segundo Terraciano et al. (2008).

Ao inseminar 104 éguas, divididas em dois experimentos, para avaliar a fertilidade do sémen
congelado de garanhdes da racga Crioula (n=5), com 5% de dimetilformamida ou 5% de
glicerol, como crioprotetores. A utilizacao da dimetilformamida para criopreservacdao do sémen
de garanhoes da raca Crioula resultou em motilidade pds-descongelamento superior e maiores



indices de prenhes, quando comparada com a utilizagdao do glicerol, em protocolos de
inseminacao 6h pds-inseminacgdo. Segundo estudos realizados por Oliveira et al. (2013b).

Equinos das racas Quarto de Milha e Mangalarga Marchador foram avaliados por Costa et al.
(2014) utilizando dois diluentes a base de gema de ovo e glicerol, contendo ou nao
metilformamida e sua composicao. Sendo que o que continha metilformamida apresentou
melhores resultados quanto aos valores de motilidade e vigor e a integridade de membrana
plasmatica, pds-congelamento. Também nao apresentaram diferentes entre as racas quanto
motilidade total e vigor do sémen fresco, bem como para essas analises no teste de
termoresisténcia pds-congelamento. No entanto os garanhodes da raca Quarto de Milha
apresentaram maior percentual de defeitos maiores na analise de patologia espermatica,
comprovando assim, a grande variacdo observada entre individuos da espécie equina, na
habilidade dos espermatozoides sobreviverem ao processo de congelamento.

Caracteristicas de motilidade total, vigor e integridade de membrana plasmatica e acrossomal
avaliadas no pds-descongelamento dos espermatozoides de garanhdes da raca Mangalarga
Marchador (n=5), foram avaliadas empregando trés diluentes (1% de glicerol e 4% de
metilformamida; 5% de glicerol; e 2% de glicerol e 3% de dimetilformamida) de
criopreservagao. Para o sémen de garanhdes da raca Mangalarga Marchador, considerados de
baixa congelabilidade, diluentes que combinam concentracdes de glicerol de 1 ou 2%, com
crioprotetores alternativos como a metilformamida e dimetilformamida, foram mais eficazes na
protecao da célula espermatica pos-descongelamento, quando comparados ao diluente
contendo apenas o glicerol na concentracao de 5% (Nascimento et al. 2015).

Avaliando as caracteristicas do sémen a fresco e descongelado de garanhdes da racga
Nordestina, Santos et al. (2015) descobriram que embora a criopreservacao tenha provocado
gqueda na motilidade seminal, o uso de diluidor contendo amidas minimizou os danos osmaticos
nas células espermaticas e manteve a integridade morfoldgica, funcional e estrutural da
membrana plasmatica do espermatozoide.

Existe a necessidade de realizacdao de mais experimentos referentes a composicao dos meios de
congelamento, por nao existir consenso sobre o diluidor mais eficiente na preservacao da
viabilidade espermatica para a maioria dos garanhoes. No entanto Snoeck et al. (2007)
também destacaram que tanto a composicao dos diluidores de congelamento de sémen quanto
ao envase utilizado, também sao fatores que podem afetar os resultados da criopreservacao.

3. Consideracoes Finais

A criopreservacao de sémen na espécie equina vem crescendo devido a possibilidade de
armazenamento do material genético de garanhodes por longo periodo de tempo, conseguindo
assim melhor aproveitamento genético de animais de grandes valores econdmicos e
zootécnicos.

Considerando a baixa eficiéncia do processo de criopreservacao equina, quando comparado aos
bovinos, que surgiram as necessidades de maiores conhecimentos em relagao aos efeitos
deletérios causados aos espermatozoides pelos crioprotetores, diversos estudos tém sido
realizados no intuito de avaliar crioprotetores para congelamento de sémen equino, com intuido
de comparar as acoes dos meios crioprotetores ja utilizados, bem como descobrir novos meios.

Para o sucesso no processo de criopreservagao em equinos, considerando as grandes variagoes
de resisténcia aos danos causados pelo processo entre os individuos da espécie, € de grande
importancia ressaltar os diferentes tipos de protocolos de crioprotetores, diluidores e curvas de
congelamento utilizados, para que se adequar cada protocolo para cada individuo.

Em tentativas de aprimoramento desta técnica estudos vem sendo desenvolvidos em busca de
diferentes diluentes crioprotetores. Notoriamente os mais utilizados sao o glicerol e a gema de
ovo, no entanto novos estudos com amidas tém obtido resultados bastante satisfatorios, com
destaque para a dimetilformamida.
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