Problemas relacionados ao uso de sémen refrigerado de garanhoées

Relating problem to cooled semen of stallion
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Resumo

Intimeras biotecnologias se tornaram difundidas, sendo a inseminagdo artificial a mais utilizada na indudstria equina.
Pela necessidade em aumentar a longevidade dos espermatozoides e garantir altas taxas de fertilizagdo, a tecnologia de
refrigeracdoespermatica tem sido amplamente estudada e utilizada comercialmente na produgio de cavalos.No entanto,
até o presente existem alguns pontos que impedem a difusdo plena dessa biotecnologia, como os resultados inconstantes
e as vezes insatisfatorios que ocorrem ao trabalhar com sémen refrigerado. O objetivo deste trabalho foi revisar os
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Abstract

pontos criticos relativos a utilizagdo de sémen refrigerado equino em programas de reprodugdo animal na espécie.

Palavras- Chave: Sémen. Eqiiino. Refrigeragao.

Several biotechnologies become widespread and artificial insemination is the most used on horses. Aiming
the increasein the sperm longevity with acceptable fertilization rates, sperm cooling technologyhas been
widelystudied andused commerciallyin the horse production.However, there are some critical points that hinder
the diffusion of the biotechnology such as unsatisfying results when using cooled semen. The aim of this article
was to review the critical points relating to the utilization of cooled stallion semen in equine breeding programs.
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Introduciao

A capacidade de preservar a viabilidade do sémen
pelarefrigeragdo oferece muitas vantagens aos criadores
de cavalos. A primeira esta na possibilidade de coletar
e processar 0 s€émen em um local e transporta-lo a
diferentes localidades para inseminagdo de éguas. Com
isso, se elimina o custo e o estresse associado ao envio
de éguas até o garanhdo, além da redugdo no riscode
transmissdo de doencas que poderiam afetar a égua
recém-chegada. Entretanto, para que essa biotecnologia
tenha sucesso o sémen deve ser processado de forma
adequada para garantir sua preservacao (Jasko, 1994).

A tecnologia de sémen refrigerado tem sido
amplamente estudada pelo grande interesse na
preservacdo e manuten¢dodo potencial de fertilizagdo
do sémen equino por periodos prolongados de tempo.
Na verdade, quanto maior alongevidade e qualidade
do sémen refrigerado, mais facil sera a utilizagdo e

transporte dessas amostras espermaticas (Batellieret al.,
2001).

Entretanto, ha uma variagdo consideravel nas
taxas de fertilizacdo do sémen equino transportado.
Os diferentes fatores que podem influenciarnesses
resultados incluem a fertilidade intrinseca do garanhao e
da égua, a composi¢do dos meios diluidores, a curva de
refrigeracdo e temperatura de armazenamento do s€émen
diluido, a dose inseminante (nimero de espermatozoides
moveis), a sincronia entre a ovulacdo e o tempo de
armazenamento in vitro do sémene a quantidade de
plasma seminal presente (Jaskoet al., 1991). Além disso,
a medida que o tempo de armazenamento aumenta, a
fertilidade do sémen diminui (Pickett, 1995). Estudos
anterioresdemonstraram que a fertilidade do sémen
¢ muito reduzida quando o periodo de refrigeracdo ¢
superior a 48 horas (Batellieret al., 2001).

O sucesso da preservagdo espermatica pela
refrigeragdo depende de fatores como ambiente
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adequado (diluidores), taxa de refrigeragdo e
temperatura favoravel a manutencdo espermatica.
Todos esses fatores atuam na prevengdo dos danos a
ultraestrutura dos espermatozoides € na ocorréncia
prematura do fenomeno de capacitacdo (Loomis, 1992).
Dessa forma, nos tdpicos abaixo encontram-se as
principais dificuldades e fatores que podem influenciar
a qualidade do sémen equino submetido ao processo de
refrigeragao.

Modificagoes estruturais do

espermatozoide

A refrigeracdo do sémen equino € necessaria para
que haja a diminuicdo do metabolismo celular para a
sua estocagem por periodos prolongados de tempo
(12-48 horas). Entretanto, a taxa de refrigeracdo e a
temperatura de estocagem sdo consideradas os maiores
determinantes da expressdo e da extensdo das injurias
a que as células s3o expostas durante o processamento
(Watson et al., 1987).

A exposi¢ao do s€men a baixas temperaturas pode
resultar em desarranjos morfoldgicos e bioquimicos que
tornam os espermatozoides irreversivelmente iméveis
¢ inférteis (Watson, 1981). Durante o processamento,
seas células espermaticasforem expostas a uma rapida
mudanga de temperatura podem ocorrer alteragdes
conhecidas como choque frio oucoldshock (Watson et
al., 1987). Esse fendmeno se caracteriza por padrao
anormal de movimento espermatico, queda significativa
de motilidade, danos ao acrossoma e membrana
plasmatica, reducdo de metabolismo e perda de
componentes intracelulares (Amann& Graham, 1992).
De acordo com Baileyet al., (2000), espermatozoides
mamiferos ndo sobrevivem quando submetidos a
curvas de refrigeragdo muita intensas, havendo a perda
da seletividade da membrana plasmatica aos ions
calcio, queda de motilidade e morte celular, fendmenos
relacionados ao choque frio. Dessa forma, curvas de
refrigeragdo mais lentas, especialmente na fase mais
critica de temperatura que ocorre entre 19° e 8°C
para a espécie equina, tem sido associadas a melhor
preservacdo da viabilidade e fertilidade espermatica
(Batellieret al., 2001).

Métodos de preservacao do sémen equino
refrigerado

Como em outras espécies de producdo, o
sucesso da inseminacado artificial nos equinos depende
da manutencdo da viabilidade e fertilidade do sémen
durante o armazenamento (ljaz& Ducharme, 1995).
A refrigeragdo, estocagem e transporte do sémen
para uso em programas de inseminagdo artificial sdo
de vital importancia para o manejo reprodutivo de

diversas espécies (Mir6 et al., 2009). Nesse contexto,
quanto maior o tempo em queo sémen equino possa
ficararmazenado mantendo também a fertilidade, maior
flexibilidade tera o proprietario do garanhdo em coletar e
enviar o sémen, assim como o proprietario da égua para
escolher os cruzamentos e sincronizar o0 momento da
insemina¢do com a ovulacdo da fémea (Pickett, 1992).

O sémen equino deve ser diluido com um extensor
ou diluidor para manter sua viabilidade durante a
refrigeragdo. Ele fornece nutrientes para o metabolismo
celular, tampdes para a manutencdo adequada do pH
e também protege as membranas espermaticas do
choque pelo frio. O diluidor também é composto por
antibidticos que previnem o crescimento bacteriano
durante a estocagem do sémen (Jasko, 1994).

Osesfor¢os paramelhorar a conservagao do sémen
refrigerado equino tem se concentrado na modificagdo
de diluentes, bem como na adi¢do de componentes
especificos com intuito de manter a integridade de
membrana, prevenir o estresse oxidativo e preservar a
motilidade do espermatozoide (Samper, 2000). Dentro
desse contexto,uma variedade de diluentes utilizando
a combinagdo de diversos componentes (aglcares,
eletrolitos, tampdes, gema de ovo, leite, antioxidantes
e adjuvantes) tem sido desenvolvidosnos Ultimos anos
para a refrigeragdo do sémen equino.

Nesse sentido, Macedo(2005) testou a adigdo de
diferentes actucares ao diluidor no intuito de identificar
qual seria a associagdo mais benéfica para o sémen
equino quando refrigerado por longos periodos. Neste
estudo comprovou-se que os agucares glicose e suas
associacdes com a lactose ou sacarose podem ser
utilizados em diluidores a base de leite em pd, pois
sdo igualmente eficazes na manuten¢do da qualidade
espermatica e integridade de membrana plasmatica
nas amostras refrigeradas a S0C por até 96 horas.Neste
mesmo estudo foram testados antibidticos nos diluidores
a base de leite desnatado e concluiu-se que dentre as
opc¢des avaliadas o sulfato de amicacina ndo apresentou
efeitos deletérios sobre as caracteristicas de movimento
espermatico no s€men refrigerado por até 96 horas.

Considerando a influencia dos componentes dos
diluidores sobre a viabilidade espermatica sob baixas
temperaturas, Crespilhoet al., (2013) avaliaram o efeito
do pH (7,0 ou 6,6), do tampao (MES, BES ou HEPES)
e da incorporagdo de colesterol ciclodextrina (CLC) ao
diluente utilizado para a refrigeracao de espermatozoides
equinos a 5°C por 48 horas. Embora nio tenham sido
observadas diferengas para as células mantidas em
diferentes faixas de pH, maior qualidade cinética e
integridade de membrana plasmatica foram observadas
para amostras diluidas na presenga do tampao BES e
que receberam a incorporacao de colesterol previamente
ao inicio do processo de refrigeracao.

O efeito benéfico do tratamento com CLC
previamente a refrigeracdo do sémen equino também
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foi observado no estudo de Torres et al., (2006), que
indicaram aumento da motilidade progressiva durante as
primeiras 24 horas de refrigera¢cdo e aumento do nimero
de espermatozoides viaveis quando as amostras foram
refrigeradas por 48 a 72 horas na presenca de colesterol.
De acordo com Hartwiget al., (2014) a incorporagdo de
1,5 mg de colesterol para cada 120x106 espermatozoides
equinos levou ao aumento significativo das taxas de
concepcao utilizando sémen refrigerado de cavalos
com historico prévio de baixa tolerancia ao processo
de refrigeragdo espermatica (“badcoolers™), resultados
que corroboram para a indicagdo do CLC como um
dos mais promissores adjuvantes para incorporagao aos
diluidores de sémen equino.

Influéncia da curva de refrigeracio e da
temperatura de estocagem

A curva de refrigeragdo representa um fator
critico na preservagao do sémen equino para transporte
e consequente manutencdo da sua fertilidade
(Pickett,1992).

A refrigeracdo rapida pode causar danos
irreversiveis aos espermatozoides. J4 a refrigeracao feita
a uma taxa adequada torna possivel o armazenamento
do sémen por periodos mais longos de tempo (Pickett,
1992).

Redugdo de temperatura sob taxas de -0,50C ou
-0,30C por minuto sdo piores (p<0,05) que a taxa de
-0,050C por minuto, considerando dados obtidos ao
longo de 96 horas de armazenamento a 50C (Kayseret
al., 1992).

Quanto a temperatura de estocagem do sémen,
de acordo com Squireset al., (1999) se a inseminagao
ocorrer até 12 horas apds a colheita, o sémen pode ser
armazenado a200C oua 50C, sem diferenga significativa
entre as duas faixas de temperatura de armazenamento.
Para estocagem por tempo superior a 12 horas, o sémen
deve ser refrigerado lentamente até 50C. Kayser e
colaboradores (1992) demonstraram através de analise
computadorizada do movimento espermatico que a
temperatura de 50C foi superior a de 200C apods 24 horas
de estocagem. Testando novos sistemas de manutengao
espermatica, Nunes et al., (2008) concluiram que mesmo
utilizando temperaturas de estocagem ao redor de 2°C
ndo ocorreram danos significativos ao movimento,
integridade e fertilidade das células espermaticas de
garanhdes, sugerindo que temperaturas abaixo das
convencionalmente preconizadas também podem ser
utilizadas para o processamento do s€émen equino sob
refrigeracdo.

De acordo com Love e colaboradores (2002) o
DNA do espermatozoide equino sofre desnaturagdo
em diferentes taxas dependendo da temperatura de
estocagem e da fertilidade do garanhdo. Considerando

todos os garanhodes avaliados nesse mesmo estudo(n =
18), o sémen estocado a 50C em diluente a base de leite
nao exibiu nenhuma alteracdo nas taxas de desnaturacao
do DNA ao longo de 46 horas de manutengdo; entretanto
o s€men estocado a 200C apresentou taxa moderada
de desnaturagdo e a 370C o maior indice de lesdo de
DNA. Dessa forma, pode-se concluir que o grau de
fragmentacao de cromatina ¢ temperatura dependente,
sendo observadas lesdes mais intensas e significativas
em amostras de sémen mantidas sob temperatura mais
elevada.

Efeito do plasma seminal sobre o sémen
refrigerado

O sémen ¢ composto de células espermaticas
e do plasma seminal que contém substancias que sao
benéficas aos espermatozoides. Entretanto, o plasma
nao representa o meio ideal para refrigerar e armazenar
as células espermaticas. De acordo com Brinskoet
al., (2000),altas concentragdes de plasma seminal
sao deletérias aos espermatozoides submetidos a
refrigeracdo e armazenamento.

Os efeitos deletérios do plasma seminal podem
ser reduzidos colhendo e diluindo somente a fracdo
rica em espermatozoides do ejaculado ou pelo uso de
altas taxas de diluigdes (acima de 3 partes de diluidor
para uma parte de s€men, v/v). O primeiro método ¢
um tanto trabalhoso, além de reduzir o nimero total de
espermatozoides colhidos num ejaculado. O segundo
método ¢ freqiientemente utilizado para refrigeracao
e transporte de sémen refrigerado; entretanto alguns
garanhdes ndo se beneficiam com esse procedimento,
principalmente aqueles classificados como
oligozoospérmicos (Brinskoet al., 2000).

Uma alternativa para reduzir as concentragoes
de plasma seminal do ejaculado ¢ a centrifugacdo do
sémen. De acordo com Jasko e colaboradores (1992)
aproximadamente 5% de plasma seminal sdo necessarios
para manter a motilidade do sémen refrigerado eqiiino.
De acordo com Macedo (2005), a centrifugagdo do
sémen (600g/10 min.) pararetirada do plasma seminal s6
apresentou beneficios quando o periodo de refrigeragao
foi superior a 24 horas. Resultados semelhantes também
foram obtidos por Webbet al., (2009) que observaram
maior motilidade total para amostras de s€émen equino
refrigerado por até 72 hrs, independente do meio diluidor
utilizado para o processamento.

Conclusao

Embora a refrigeragdo espermatica represente
uma das biotécnicas mais difundidas para o
processamento do sémen equino em todo o Mundo,
novos estudos se tornam necessarios para garantir
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uma melhor preservacdo da viabilidade e fertilidade
espermatica.
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