(b-a DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2023.001

* Rev Bras Reprod Anim, v.47, n.1, p.3-21, jan./mar. 2023

Sémen refrigerado — estado da arte em diferentes espécies
Chilled semen — state of the art in different species

Jaci de Almeida', Antonio de Pinho Marques Junior?, Osvaldo Almeida Resende’

lcentro Universitario de Barra Mansa-UBM; 2Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria
UFMG/EV; *Embrapa Agrobiologia, RJ.
Barra mansa, Rio de Janeiro, Brasil. Rua Vereador Pinho de Carvalho, n°267, (Entrada)
Rua José Maria da CruzCentro - Barra Mansa/RJ. Cep.: 27330-550

Resumo

Na atual conjuntura da criagdo artificial de bovinos e bubalinos, o material genético masculino de
qualidade superior de reprodutores ¢ explorado ao méximo possivel através da inseminagao artificial em
tempo fixo de um grande nimero de fémeas com apenas um unico ejaculado. Para isso, ¢ necessario um
sémen de boa qualidade que desempenhe um papel indispensavel na melhoria das taxas de fertilidade,
independente de qual tipo seja utilizado (fresco, refrigerado e congelado). Porém, o processo de
congelacdo/descongelagdo causa uma série de injirias aos espermatozoides, ocasionando resultados
inferiores para percentuais de viabilidade espermatica, motilidade, membrana plasmatica e integridade
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, cinematica do esperma, quando comparado ao sémen
refrigerado. Assim, o objetivo desta revisdo ¢ disseminar o conhecimento sobre o uso sémen refrigerado na
preservacao de germoplasma de reprodutores bovinos e bubalinos para melhorar as taxas de concepgdo em
propriedades. Para isso, serdo abordados comentérios sobre o armazenamento do sémen refrigerado, com
énfase nas diferencas entre curvas de refrigeragdo, suas vantagens e desvantagens relativas para
procedimentos de uso na IATF, identificando o método mais indicado por diversos autores, o estado atual
da biotécnica, seus méritos e possibilidades futuras.
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Abstract

In the current conjuncture of the artificial creation of bovines and buffaloes, the male genetic
material of superior quality of sires is exploited to the maximum possible through the fixed-time artificial
insemination of a large number of females with only a single ejaculate. For this, a good quality semen is
needed that plays an indispensable role in improving fertility rates, regardless of which type is used (fresh,
chilled and frozen). However, the fireezing/thawing process causes a series of injuries to spermatozoa,
causing lower results for percentages of sperm viability, motility, plasma membrane and acrosomal
integrity, mitochondrial membrane potential, sperm kinematics, when compared to refrigerated semen.
Thus, the objective of this review is to disseminate knowledge about the use of chilled semen in the
preservation of germplasm of bovine and buffalo breeders to improve conception rates in properties. For
this, comments on the storage of refrigerated semen will be addressed, with emphasis on the differences
between refrigeration curves, their relative advantages and disadvantages for procedures for use in FTAI,
identifying the method most indicated by several authors, the current state of biotechnics, its future merits
and possibilities.
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Introducao

Desde a domesticag¢ao dos animais, ocorrida entre 10.500 a 12.000 a.C. (Dunlop e Williams, 1996),
até o presente, varias transformagdes ocorreram na abordagem da reprodugdo animal. Iniciando com a
pratica de levar o reprodutor (touro) para cobrir as fémeas (vacas) para realizar o acasalamento, como era
comum na Europa até a década de 40, posteriormente ¢ o m o descobrimento da inseminagdo artificial
(IA) realizada pela primeira vez de forma empirica por um sheik arabe em 1322 e sendo realizada de forma
cientifica em uma cadela por Lazzaro Spallanzani em 1780 (Severo, 2013).
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Segundo Moore e Hasler (2017) foi também Lazzaro Spallanzani que demonstrou em um relatério
de 1803, que o esperma poderia sobreviver a baixa temperatura. Isto porque, o armazenamento de sémen
in natura e nao diluido a 5 °C mantido em gelo, era suficiente para reduzir o metabolismo do esperma e
estender sua sobrevivéncia, normalmente por 2 a 4 dias (Walton, 1926; Edwards et al., 1938), dando inicio
ao uso do sémen refrigerado nas IAs para diversas espécies de animais.

Ivanoff (1922) reportou que uma unica ejaculagdo continha espermatozoides suficientes para até
centenas de inseminacdes, mas apenas 10 a 20 inseminagdes eram possiveis com sémen nao diluido. A
necessidade de otimizar o uso dos ejaculados, fez com que pesquisas buscassem encontrar maneiras de
resolver o problema. Assim, em 1939 foi desenvolvido um tampao de fosfato com gema de ovo como
diluidor de sémen (Phillips, 1939). Posteriormente, Thacker e Almquist (1953) relataram que o leite fervido
poderia substituir a gema de ovo como meio diluidor de s€émen, com fertilidade comparavel ao tampao
fosfato com gema de ovo. Os diluidores de sémen eram diferentes dos meios utilizados anteriormente
devido a sua capacidade de prolongar a motilidade e a fertilidade dos espermatozoides (Foote, 1978). No
entanto, ainda na década de 1940, a descoberta da presenca de microrganismos no sémen ejaculado e suas
implicagdes para a fertilidade aumentaram (Gunsalus et al., 1941; Prince et al., 1949) como consequéncia
da maior incidéncia de crescimento de bactérias no sémen armazenado com os nutrientes ricos da gema de
ovo no meio diluidor. O efeito negativo de alguns microrganismos na fertilidade foi claramente
demonstrado quando a adi¢do de antibidticos (penicilina e estreptomicina) ao sémen diluido com gema de
ovo reduziu o crescimento bacteriano (Almquist et al., 1949) e aumentou as taxas de ndo retorno de 60 a
90 dias em 11 % (Foote e Bratton, 1950). A partir dai, a dilui¢do do sémen com adicdo de antibidticos tem
sido a pratica padrio adotada até o presente.

Diferentes métodos de coleta de sémen

Moore ¢ Hasler (2017) reportaram que conforme a demanda por touros para IA comegava a superar
a oferta durante a década de 1940, os métodos para maximizar a coleta de s€émen receberam maior foco,
ficando claro que a exposicdo dos touros a varios estimulos positivos era importante. Por exemplo,
demonstrou-se que induzindo a excitagdo sexual em touros, permitindo longos periodos de tempo com o
animal de montaria e algumas montas falsas antes da ejaculacdo, aumentava a concentracdo e a motilidade
dos espermatozoides (Collins et al., 1951; Almeida et al., 2020a).

Segundo Bratton e Foote (1954) e Hafs et al. (1959) se tornou pratica comum que o s€émen fosse
coletado 2 a 3 vezes por dia em intervalos de 3 a 4 dias, notando-se que essa mudanca tinha como principal
efeito aumentar a produg@o de esperma. Por exemplo, o nimero de espermatozoides mdveis coletados por
semana era 60% maior sem perda de fertilidade, quando a coleta de sémen aumentou de uma para duas
vezes por periodo de oito dias. Assim, 30 bilhdes de espermatozoides poderiam ser coletados por semana
de touros Holandeses, “o suficiente para inseminar 3.000 vacas com 10 milhdes de espermatozoides cada”
(Moore e Hasler, 2017).

Dentre os varios métodos de coleta de s€men, cronologicamente utilizados, tem-se o da coleta
direta na vagina da fémea, no qual segundo Ivanoff (1922) e Perry (1945), o sémen era retirado da vagina
em uma esponja ou bolsa ja in situ, com uma colher ou seringa. Em seguida, tornou-se mais comum outro
método alternativo, a coleta do ejaculado de touros apds massagem transretal das ampolas e vesiculas
seminais, mas neste método contaminacdes das amostras com urina e baixas concentracdes de esperma sao
problemas comuns (Case, 1925; Miller e Evans, 1934; Syllaa et al., 2015). Posteriormente, foi desenvolvida
a vagina artificial (VA) para coleta de sémen em caes, por Amantea em 1914, a qual foi modificada para
uso com touros por pesquisadores na Russia, na década de 1930. Esse método, muito eficiente e
amplamente utilizado por longo tempo, possui a vantagem de manter os ejaculados com baixas taxas de
contaminagdo e condi¢des proximas a do ejaculado quando na cépula natural.

Um dos ltimos métodos de coleta de sémen desenvolvidos no final da década de 30, foi o da
eletroejaculagdo (Gunn, 1936), sendo seu uso com touros relatado pela primeira vez em 1948 por Laplaud
e Cassou, que obtiveram sémen de touros através de um eletrodo bipolar retal, quando aplicaram corrente
alternada de 30 volts e 700 miliamperes (Severo, 2013). Esta técnica ¢ usada, principalmente, com touros
que ndo se adaptavam adequadamente a coleta de sémen por monta natural, por ndo aceitarem a VA, em
Centros de Coleta e Processamento de Sémen (CCPS) e principalmente nas coletas a campo, devido a falta
de tempo para realizar o condicionamento dos touros para coleta com VA.

No Brasil, a eletroejaculagdo ¢ o método mais utilizado, especialmete, para touros Bos
indicus, criados extensivamente a campo e que ndo estdo condicionados a coleta por VA.
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Diluentes para armazenamento de sémen a temperaturas refrigeradas

Moore e Hasler (2017) relataram que a capacidade de preservar a viabilidade do espermatozoide
até a inseminagdo foi um grande avango no estabelecimento da IA organizada, devido a dificil logistica
criada pela natureza das atividades em fazendas, principalmente nas de grande porte. Na atualidade a
preservagdo do sémen estd bem definida em seus diferentes tipos (fresco, refrigerado e criopreservado) para
a maioria das espécies de animais de producdo. No entanto, as condi¢des de fazenda, principalmente para
as espécies bovina e bubalina, em algumas regides ainda sdo bastante precarias em relago a estrutura fisica
de currais e troncos para contencdo, manejo e realizagdo de biotécnicas reprodutivas, o que pode
comprometer e¢/ou até mesmo impedir o seu uso.

Segundo Phillips (1939), os primeiros diluentes para armazenamento do sémen em temperaturas
refrigeradas foram significativamente influenciados pela descoberta da gema de ovo como um aditivo
eficiente, aliado ao fosfato, principal componente tampao desses diluentes. Posteriormente, descobriu-se
que também o citrato possuia capacidade tampdo adequada, além de um periodo prolongado de
sobrevivéncia de espermatozoides armazenados a 5 °C (Willett e Salisbury, 1942). A partir de entdo, o
citrato tornou-se o sal de escolha para o diluidor, pois suas propriedades quelantes melhoravam a
solubilidadedas fragdes proteicas da gema do ovo. A gema de ovo tem sido o aditivo mais comum nos
diluidores para preservar a fertilidade de espermatozoides bovinos (Melrose, 1962; Norman et al., 1962) e
bubalinos (Akhter et al., 2011; Almeida et al., 2016b; 2020b). A fracdo fosfolipidica da LDL fornece
protecdo contrachoque frio (Pace e Graham, 1974). Segundo Sahni e Mohan (1990) o uso de 1 e 2,5% de
gema de ovo em diluente a base de TRIS para preservacao de sémen de btifalo a 5 °C mostrau melhor taxa
de sobrevivéncia espermatica durante o periodo de 72 horas.

Como resultado de experiéncias acumuladas, a partir da década de 1960 varios diluidores foram
desenvolvidos para a refrigeracdo e criopreservacdo de sémen dos animais de producdo, principalmente
ruminantes. Dentre eles citam-se para a refrigeracdo: o diluidor da Cornell University desenvolvido por
Foote et al. (1960); Caprogen, a base de gema de ovo desenvolvido em 1965 (Shannon, 1965; Shannon et
al., 1984); INRA96® (IMV Technologies, L’Aigle Cedex, Franga) a base de leite (Murphy et al., 2018);
Biociphos®, Optixcell®, Nutrixcell® e Bioexcell® (IMV, L'Aigle, France, diluidor a base de lecitina de soja),
que tem sido rotineiramente usado para a criopreservacao e preservacdo de s€men bovino sob refrigeragao
(Stradaioli et al., 2007), bubalinos (Akhter et al., 2010, 2011 e Almeida, 2018) e ovinos (Kulaksiz et al.,
2012); AndroMed®, BoviFree® e Triladyl®, entre outros (Minitub, Berlim, Alemanha) e Bullexcell tem sido
testados em varias espécies animais (Murphy et al., 2017), entre outros.

No Brasil, nas ultimas décadas, também foram desenvolvidos diluidores com alto padrdo para
sémen refrigerado e congelado de varias espécies animais, como os produtos do laboratério BotuPharma
Ltda (Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), para as espécies equina BotuSemen® (transporte), BotuSemen especial®
(refrigeracdo), BotuSemen Gold® (refrigeracdo e transporte), BotuCrio® (congelamento) e BotuTurbo®
(sémen fresco e transporte); ruminantes: BotuBov® (resfriamento e congelamento, Borges-Silva et al.,
2019). Este tltimo também pode ser uma alternativa eficiente para a criopreservacao de sémen da espécie
bubalina, conforme resultados dos trabalhos realizados para esta espécie (Zorzetto, 2013, 2017; Almeida et
al., 2015, 2016a, 2017, 2018, 2020), mesmo nao havendo indicagdo de bula pelo fabricante.

A agua de coco tem sido utilizada como um bom diluente de s€émen para varias espécies, quais
sejam: suinos (Aires e Toniolli, 2005), caprinos (Azevedo e Toniolli, 1999; Nunes e Salgueiro, 1999),
ovinos (Braz et al., 2003), bovinos (Alberti, 2004), caninos (Cardoso et al., 2005), felinos (Silva et al.,
2007), macacos (Aragjo et al., 2007), humanos (Nunes, 1998) e bubalinos (Zorzetto et al., 2013, 2017).
Dessa forma, bons resultados tém sido obtidos com os diluidores desenvolvidos no Brasil por diferentes
empresas, levando-se em conta o clima tropical ¢ as ragas de produgdo predominantes para cada espécie.

Outro resultado importante ¢ o fato de o diluidor poder conter glicerol (em diferentes
concentragdes), sem afetar as taxas de prenhez (Papa et al., 2015; Borges-Silva et al., 2016; 2017). Isto ¢
bastante significativo, uma vez que os diluidores comerciais utilizados para a criopreservagao possuem o
glicerol. Assim, médicos veterinarios podem utilizar o diluidor comercial, que contém glicerol em sua
composi¢ao, evitando o trabalho de preparo do meio na véspera das coletas e/ou necessidade de retirada do
glicerol para a utilizagdo em meios de refrigeracdo (Borges-Silva et al., 2019). No entanto, geralmente se
preconiza o uso de diluidores sem glicerol para a manipulacdo do sémen refrigerado.

Uso do sémen para insemincio artificial
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A primeira inseminagao artificial bem-sucedida foi realizada por Spallanzani (1784) em um cdo,
que gerou trés filhotes 62 dias depois (Foote, 2002). Mais de um século depois deste feito, em 1899, o
cientista russo Ilya Ivanovich Ivanov desenvolveu métodos praticos de IA de carater técnico-economico,
para espécies de produgdo (equina 1900, ovina 1901, bovina 1902 e aves 1902) realizadas em Moscou
(Ivanoff, 1922). Durante este periodo os estudos eram voltados para o uso do sémen in natura e produgéo
de diluidores para transporte e armazenamento do sémen refrigerado (Philips, 1939). Ainda segundo o
autor, o s€men in natura antes do seu uso era diluido em substancias que poderiam ser desde simples
solugdes salinas aos mais complexos meios tamponantes, formulados para manter por um periodo de tempo
determinado, os espermatozoides com potencial de fertilizacdo. Porém o sucesso significativo com
aplicacdo generalizada da técnica s6 foi possivel apos a descoberta da gema de ovo como protetor dos
espermatozoides, contra o choque frio, durante o resfriamento (Philips, 1939).

Salisbury et al. (1941) melhoraram ainda mais o uso da gema de ovo como diluidor,
suplementando-o com citrato de sédio e usando-o como um tampdo para preservar ainda mais os
espermatozoides a baixa temperatura. A gema de ovo quando adicionada a outras solugdes como os fosfatos
e citratos, catalase e até nitrogénio na forma de gas reduz o metabolismo espermatico (Philips, 1939;
Verberckmoes et al., 2005). E passados mais de oito décadas, desde a descoberta deste componente, a gema
ainda € o componente mais utilizada na preparagdo de meios diluidores para sémen.

Outro marco importante ocorreu quando Polge et al. (1949), descobriram o papel crioprotetor do
glicerol para espermatozoides, tanto em baixas temperaturas quanto durante o processo de congelamento.
Segundo Walters et al. (2009) outros avancos se seguiram na década de 1950 com a descoberta de diferentes
diluidores, métodos de embalagem e outros procedimentos que melhoraram ainda mais o uso mundial da
IA. No entanto, apesar de oferecer muitas vantagens e aplicagdes, a criopreservagao induz danos as células,
os quais ocorrem predominantemente na membrana plasmatica e no acrossoma (Hammerstedt et al., 1990;
Watson, 1995 e Kardivel et al., 2009), com redugdo do metabolismo espermaticopara produgdo de energia e
da motilidade progressiva, prejudicando o tempo de sobrevivéncia e a capacidade fecundante dos
espermatozoides no sistema reprodutor feminino (Watson, 2000). Adicionalmente, a rapida passagem de
agua para dentro da célula pode causar ruptura da membrana (Watson, 1995; Holt, 2000), fatoeste
minimizado no uso do sémen refrigerado, por este ndo ser submetido ao processo de congelamento e
descongelamento e, assim, sofrer menos lesdes, resultando em uma maior viabilidade e um aumento da
capacidade de fertilizar (Borges-Silva et al., 2015; Almeida et al., 2018, 2020a,b).

A TA foi a primeira tecnologia reprodutiva amplamente aplicada ao bovino, inicialmente na Russia
e na Dinamarca, no inicio dos anos 1900 (Ivanoff, 1922; Perry, 1945). A principal for¢a motriz por tras da
IA foi seu potencial para aumentar a taxa de ganho genético em populagdes de animais pelo uso difundido
de touros com mérito genético de elite (Moore e Hasler, 2017). Ainda, na atualidade ¢ a biotécnica
reprodutiva mais utilizada para a reprodugo de animais de produgdo em larga escala.

Sémen refrigerado

Segundo Bicudo et al. (2003), o sémen refrigerado ¢ aquele coletado, analisado, diluido e
refrigerado, com a finalidade de proteger os espermatozoides durante a redug@o da temperatura a 5 °C, além
de ter o diluidor acrescentado atuando para aumentar o volume seminal e facilitar seu fracionamento para
maximizagdo do nimero de doses por coleta.

A redugdo da temperatura a 5 °C também reduz o metabolismo espermatico, o que contribui para
a sobrevivéncia dos espermatozoides. Para ser economicamente ttil na IA, o s€émen diluido deve ter um
prazo de validade minimo de 2 a 5 dias (Salisbury e Van Demark,1961; Raheja et al., 2018), 2,5 a 3 dias
(Vishwanath e Shannon, 2000; Dhami et al., 1994, Singh et al., 2012; Almeida et al., 2016b; Becerra, 2017,
Almeida et al., 2020b; Cavalcante et al., 2020), 48 horas (Thacker e Almquist, 1953; Pinto et al., 2012;
Severo, 2013; Almeida et al., 2018; Borges-Silva et al., 2019), 24 horas (Squires et al., 1999; Crespilho et
al., 2012; Resende, Almeida, 2013; Papa et al., 2015; Resende et al., 2018a; Murphy et al., 2018; Borges-
Silva et al., 2015; 2017; 2019; Almeida et al., 2015; 2016a; 2017; 2018; 2020a,b; 2021) e 3 a 5 dias
(Yoshida, 2000; Raheja et al., 2018) para facilitar o transporte e o uso em locais distantes, mantendo a
fertilidade espermatica, sendo esse principio orientador que levou a temperatura inicial de armazenamento
de 5 °C para varias espécies, como a bovina (Salisbury e Vandemark, 1961; Shannon et al., 1984; Bucher
et al., 2009; Crespilho et al., 2012; Resende, Almeida, 2013; Saha et al., 2014; Papa et al., 2015; Resende
et al., 2018b; Borges-Silva et al., 2015; 2017; 2019; Pereira et al., 2019), bubalina (Dhami et al., 1994;
Akhter et al., 2011; Singh et al., 2012; Becerra, 2017; Almeida et al., 2016b; 2018; 2020a; 2021), equina
(Squires et al., 1999; Ball et al., 2001; Love et al., 2001; Aurich, 2008, Crespilho et al., 2013), caprina
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(Salomon et al., 1979; Singh e Purbey, 1996; Pinto et al., 2012), ovina (O'Hara et al., 2010; Gil et al., 2011)
e canina (Linde-Forsberg et al., 1991; Hori et al., 2017; Pignataro et al., 2020), entre outras.

Assim o sémen refrigerado a 5 °C vem sendo utilizado para a IA em animais de produgdo
(principalmente bovinos) em paises como Nova Zelandia, Australia e Irlanda (Borchardt et al. (2018).
Todavia, nesses paises existe o uso do sémen refrigerado de bovino na rotina ¢ de forma comercial. Assim,
nos ultimos anos, os trabalhos com sémen refrigerado aumentaram em funcdo da maior eficiéncia dos
programas de TA direcionando para melhores indices de prenhez do gado leiteiro nesses paises (Yang et al.,
2018). Isto ocorreu principalmente pelas vantagens atribuidas a este tipo de sémen, entre elas: possibilidade
do uso de doses inseminantes com concentracao reduzida (Bratton e Foote, 1954; Hafs et al., 1959; Brandao
et al., 2003; Ball, 2005; Crespilho et al., 2009; Al Naib et al., 2011; Murphy et al., 2013 e Xu, 2014),
otimizagao de touros de alto mérito genético, menor custo de armazenamento e praticidade para uso em TA
(Vishwanath e Shannon, 2000; Verberckmoes et al., 2005 ¢ Bucher et al., 2009), menos danos causados
aos espermatozoides (Borges-Silva et al., 2015).

Um bom exemplo desse sucesso foi obtido pela Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ/USP), que possuia uma bem instalada Central de IA com prestagdo
de servigo pioneiro na produgdo e distribui¢do do semen refrigerado para criadores paulistas. No entanto,
em 1958 foi desativada, transferindo suas atividades para o Instituto de Zootecnia e Industria Pecuaria da
FMVZ/USP, em Pirassununga, onde posteriormente foi extinta (Grunert et al., 2005).

Diferencas entre equipamentos e curvas de refrigeracio para sémen

Diferentes sistemas de refrigeracdo (caixas térmicas com gelo ou geladeiras domésticas, e caixas
de poliestireno), com taxas de refrigeracdo variaveis sdo usados para manipular o sémen de touros bovinos
(De Lima et al., 2010) e bubalinos no campo (Almeida et al., 2016b; 2018; 2020b), resultando em taxas de
sucesso variaveis.

Abud et al. (2014) reportaram que apesar do baixo custo, o problema desses métodos ¢ a falta de
padronizagdo da curva de resfriamento devido a grande variagdo no tamanho e espessura, tempo de uso,
marca, modelo e condigdes de uso da caixa de isopor e geladeira, o que resulta em variagdes nos resultados.
Diante desse fato, Dias et al. (2018) realizaram um estudo para comparar diferentes sistemas de
congelamento do sémen de touro a campo, no qual foi possivel testar cinco diferentes métodos de
refrigeragdo de sémen. Para issso, foram utilizados ejaculados diluidos em BotuBov® até a concentragdo de
50x10° espermatozoides/mL em palhetas de 0,5 mL. Ap6s a dilui¢do, as palhetas foram resfriadas a 5 °C
em cinco sistemas de resfriamento: TK 4000® (Uberaba, Brasil) a uma taxa de resfriamento de - 0,25
°C/min (R1); TK 4000® a uma taxa de -0,5 °C/min (R2); refrigerador Minitube® (Minitube®, Tiefenbach,
Alemanha), a uma taxa de -2,8 °C/min (R3); Botutainer® (Botutainer®, Botucatu, Brasil) em que os
procedimentos foram realizados conforme indicac@o do fabricante (manter o gelo reciclavel no freezer por
pelo menos 24 h antes do uso e transferi-lo para o Botutainer® uma hora antes de inserir o sémen nas
palhetas), a uma taxa de -0,65 °C (R4), e refrigerador doméstico (Electrolux®, DC 45, 436 litros)regulado a
temperatura de 5 °C, com os palhetas colocadas no tergo proximal do refrigerador, taxa de resfriamento de
-2,0 °C/min (R5). Ainda de acordo com os autores, apds atingir 5 °C, as palhetas foram mantidas nesta
temperatura por 4 h em todos os sistemas (tempo de equilibrio). Os resultados evidenciaram uma preservacdo
da viabilidade espermatica, integridade da membrana e H202 intracelular mais eficientes para os sistemas
de refrigeragdo R1, R2 e R4.

Existem diversos outros modelos de recipientes refrigerados para o transporte de sémen, nacionais
e internacionais, com diferentes taxas de refrigeracdo, temperatura final e tempo maximo de
armazenamento.

Dentre os modelos internacionais, pode-se citar: Equitainer I® e II® (Hamilton-Thorne Research,
Beverly, MA, USA); Expecta Foal® (Expecta, Parker, CO, USA); Bio Flite®; Lane STS®; Equine Express®
(MP&]J Associates, DeMoines, 1A, USA); Foal Flight®; Celle®(Valle et al., 1999); Sarstedt®; Salsbro Box®
(Raphael, 2007).

Entre os modelos nacionais, pode-se citar: Botu-Box®, Botutainer® e BotuFLEX®, fabricados pela
Botupharma Biotecnologia Animal; Max Sémen Express®, que é revendido pela E.H.G. Agrofarma. O
Botu-Box® e Max Sémen Express® tém temperatura final de aproximadamente 15 °C e tempo méximo de
armazenamento de 24 h, enquanto o Botutainer® tem temperatura final de aproximadamente 5 °C e tempo
méximo de armazenamento de 48 h. (Raphael, 2007), € o BotuFLEX® tem temperatura final tanto de 15 °C
como 5 °C.
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O Botutainer® é um dos sistemas de refrigeragdo mais conhecido no Brasil. Sua taxa de
refrigeragdo inicial ¢ de aproximadamente -0,3°C/min., mantendo uma temperatura final de
aproximadamente 4 - 6 °C, por periodo superior a 24 horas. De acordo com Monteiro et al. (2013),
Crespilho et al. (2014), Moscardini et al. (2014) e Borges-Silva et al. (2016) esta caixa de transporte para
sémen refrigerado ¢ eficiente para manuten¢do do sémen viavel apos o resfriamento. No entanto, mesmo
sendo muito resistente e poder ser reutilizado, seu alto custo de aquisicdo e a necessidade de retorno a
fazenda de origem, podem dificultar sua utilizagdo (Brinsko et al., 2000).

Segundo Dias et al. (2018), € possivel realizar a refrigeracao e posteriormente congelamento com
alta eficiéncia. No entanto, ¢ necessario que sejam seguidas as recomendacdes andrologicas para cada
espécie (CBRA, 2013) e que seja praticada por profissionais qualificados e comprometidos com um
trabalho de boa qualidade.

Biotécnicas reprodutivas

Desde a domesticagdo dos animais até a arrojada pecuaria dos dias atuais (Pecuaria de precisdo ou
4.0), muitas técnicas de reprodugdo foram desenvolvidas, cronologicamente, IA, transferéncia de embrides
(TE), producao in vitro de embrides (PIVE), inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF), sexagem de
gametas, transgenia, clonagem, desenvolvimento de marcadores moleculares para caracteres produtivos e
transferéncia intrafolicular de ovdcitos imaturos (TIFOI) vém sendo utilizadas nas diversas espécies de
produgdo. No entanto, a IA ainda é a biotecnia reprodutiva mais utilizada no mundo e sua aplicagdo traz
grandes beneficios aos rebanhos, quando comparada ao uso do servigo natural (Lima et al., 2010; Lamb e
Mercadante, 2016; Baruselli et al., 2018), em razdo da IA possibilitar o uso do s€émen de reprodutores
geneticamente superiores (Oliveira et al., 2013), acelerando o ganho genético e resultando em crias mais
produtivas, que geram maior retorno econémico ao produtor de carne ¢ de leite.

Outrossim, a [A impede a transmissdo de doengas venéreas (Vishwanath, 2003) e possibilita
melhor controle do rebanho, aumentando a uniformidade dos produtos quando comparados ao servigo
natural (Rodgers et al., 2015; Baruselli et al., 2017). Dentre as biotécnicas reprodutivas ja desenvolvidas, a
IA ¢ a que possui maior acessibilidade aos produtores, por ter valor mais baixo, ser de facil execugdo e ndo
necessitar de uma estrutura complexa e tdo tecnificada como as demais (envolvendo laboratorios e
profissionais com diversas expertises no campo da reproducao).

Fertilidade com o uso do sémen refrigerado

Demonstragdes do potencial de preservar a viabilidade dos espermatozoides foram realizadas por
Walton (1926), avaliando gestagdo em coelhas, em Edimburgo, Escécia, apés insemina¢do com sémen
coletado 48 horas antes em Cambridge, Inglaterra. Também Edwards et al. (1938) avaliou gestagdo em
vacas na Holanda apos inseminagdo com sémen coletado 57 horas antes na Inglaterra. Posteriormente,
Phillips (1939) demonstrou que altos niveis de motilidade espermatica foram mantidos por mais de 150
horas apos a adigdo de uma mistura de igual volume de gema de ovo e solugdo tampéo de fosfato ao sémen
armazenado de 5 a 10 °C, com a taxa de gestacdo alcangada similar a aquela com o sémen diluido e
armazenado por até 180 horas. A substituicdo subsequente do tampdo de fosfato por tampao de citrato
alcancou a mesma capacidade de preservagdo, mas com o beneficio adicional de dispersar glébulos de
gordura da gema de ovo (Salisbury et al.,, 1941, Almeida, 2018). Ainda segundo os autores, esta
caracteristica melhorou muito a translucidez do s€émen armazenado e a capacidade de examinar os
espermatozoides microscopicamente e principalmente no atual sistema CASA.

Inicialmente a substituicdo do sémen refrigerado pelo s€émen congelado foi um grande avango,
pois permitiu o armazemaneto por varios anos, utilizar material de animais que ja morreram, programar a
utilizagdo do sEmen no caso da IATF e acesso a material genético superior por produtores com menor poder
aquisitivo. Embora o processo de congelagdo tenha se tornado rotina na industria de IA (Chen et al., 1993),
os espermatozoides ndo conseguem sobreviver neste processo em niimero consideravel (Nagy et al., 2004).
Em geral, os resultados de criopreservagdo demonstram um decréscimo de 50 a 60% na viabilidade da
populacdo espermatica pos-descongelacdo (Gravance et al 1998; Yoshida, 2000) por causa de diversas
alteracdes bioquimicas e estruturais ocorridas nestas células e uma reducgdo substancial do numero e da
qualidade dos espermatozoides (Schuh, 1988; Watson, 1995; Den Daas e De-Jong, 1998; Gravance et al.,
1998; Yoshida, 2000; Watson, 2000; Rasul et al., 2001; Carneiro et al., 2007; Celeghini et al., 2008).
Observa-se, ainda, que pode ocorrer uma reducdo drastica na fertilidade dos espermatozoides da maioria
das espécies mamiferas (Vidament, 2005; Borges-Silva et al.; 2017; Almeida et al., 2015; 2016a; 2020a).
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Luz et al. (2000), em trabalho a campo, observaram que os indices de gestagdo obtidos estdo
relacionados com a motilidade espermatica pds-descongelagdo. Os autores ressaltaram que, apos a
descongelag@o, o indice de motilidade espermatica deve ser superior a 40% visando obter taxa de gestagdo
superior a 50%, enquanto motilidade espermatica inferior a 40% reduz para 15% o percentual de fémeas
ovinas gestantes.

Diversos trabalhos t€ém demonstrado uma expressiva parcela de reprodutores em que os ejaculados se
mostram intolerantes ao processo de criopreservagdo, apresentando significativa queda na fertilidade
espermatica apos o processamento, com especial destaque para a espécie equina (Ball, 1998; Batellier et
al., 2001; Backman et al., 2004; Santos et al., 2015), suina (Gil et al., 2008); caprina (Carneiro et al., 2007)
e bubalina (Oba et al., 1993; Wall e Foote, 1999; Sansone et al., 2000; Rasul et al., 2000 ¢ 2001, Lamirande
e O’Flaherty, 2008; Adeel et al., 2009; Almeida et al., 2020a). Por outro lado, a congelacao representa um
processo mais oneroso em relagdo a A utilizando sémen refrigerado, que pode ser utilizado como método
adicional para propagacdo de material genético em bovinos (Crespilho et al., 2012; Resende e Almeida,
2013; Borges-Silva et al., 2015; 2017 e 2019; Borchardth et al., 2018 e Resende et al., 2018), bubalinos
(Sing et al., 2012; Almeida et al., 2015; 2016; 2017; 2020a; 2021), Caprinos (Salomon et al., 1979; Singh
e Purbey, 1996; Pinto et al., 2012).

A explicagdo mais plausivel para a reducdo de fertilidade se deve ao fato dos espermatozoides de
diferentes espécies possuirem propriedades criobiologicas especificas e graus de sensibilidade variados
para manipula¢do experimental, choque térmico (transi¢cdes da fase lipidica), congelacdo e tolerancia
osmotica (Ladha, 1998; Watson, 2000; Purdy, 2006; Henry e Echeverri, 2013; Sieme et al., 2016). Além
de diferencas espécies-especificas, sdo observadas variagdes entre individuos (Nogueira et al., 2019),
ejaculados de um mesmo individuo e dentro de um mesmo ejaculado, variagcdes entre subpopulacdes
espermaticas (Rodriguez-Martinez, 2003; Mendonza et al., 2012; Ferraz et al., 2014; Martins et al., 2017)
o que pode explicar as respostas diversificadas a criopreservacdo do sémen de um mesmo reprodutor
(Petrunkina, 2007).

Segundo Salisbury et al. (1978) e Rycroft ¢ Bean (1992) outras condi¢des que comprometem o
percentual de fertilidade do espermatozoide sdo: o método de coleta de sémen, técnicas de processamento,
embalagem do espermatozoide, transporte ¢ envelhecimento antes do uso, a habilidade do inseminador ¢
fatores ligados ao manejo relacionados a fémea e ao rebanho.

Na ultima década houve uma necessidade de aumentar as taxas de fertilidade a fim de tornar a
pecuaria eficiente e competitiva frente ao aumento no custo dos insumos e a queda na fertilidade das fémeas
em producdo (principalmente as de alta producdo leiteira). Neste contexto, diversos pesquisadores
retomaram os estudos com o sémen refrigerado, principalmente com o crescimento da utilizagdo dos
protocolos de IATF para bovinos (Resende e Almeida, 2013; Papa et al., 2015; Borges-Silva et al., 2015;
2017; Resende et al., 2018) e bubalinos (Almeida et al., 2015; 2016b; 2017; 2020a), entre outras, uma vez
mais comprovando sua eficacia e obtendo aumento do percentual de gestagdes quando comparado com o
sémen congelado.

Resultados do uso de sémen refrigerado vs. congelado na IATF

Segundo Lamb et al. (2010) e Wiltbank et al. (2010) o uso da IA em unidades produtivas de bovino
tem aumentado nos ultimos anos, principalmente por causa do desenvolvimento de protocolos que
satisfatoriamente sincronizam a onda folicular ovariana em desenvolvimento ¢ a ovulagdo, o que possibilita
a [ATF. Neste contexto, o principal limitante no uso da IA que seria a deteccdo de estro fica resolvido. No
entanto, apesar dos evidentes avangos na producdo de bovinos de corte e de leite conferidos pelo
desenvolvimento comercial da IATF, a taxa de gestagdo média esperada ¢ estimada entre 40 a 50%.
Segundo Nogueira et al. (2019) diversos fatores podem estar relacionados a esses resultados, destacando-
se aqueles inerentes a fémea, como o anestro pos-parto e a baixa condigdo corporal no inicio dos protocolos
(Almeida, 2018), além de outros fatores inerentes a qualidade do sémen utilizado nos programas, tais como
os padrdes de mobilidade espermatica, integridade de membrana plasmatica e dose inseminante utilizada.

Para a obteng@o de indices reprodutivos elevados e economicamente satisfatorios, além de uma
boa rentabilidade na produgdo para o emprego das biotécnicas da reprodu¢do ¢ fundamental conhecer a
fisiologia reprodutiva da espécie animal que estd se trabalhando (bovino, bubalino, ovino, caprino, suino,
canino, etc). Entretanto, no tocante as fémeas, a dificuldade de identificacdo do estro e a determinagdo do
melhor momento para a realizacdo da IA devido a periodos variaveis de aceitagdo da monta (Baruselli et
al., 2009; Porto-Filho et al., 2014), somadas ao balango energético negativo (expresso através do escore de
condigdo corporal, Almeida, 2018), sobretudo no periodo pos-parto, sdo condi¢des que confluem na
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determinacdo dos quadros de anestro, comumente observados em varios rebanhos. O anestro pds-parto
determina o aumento do intervalo de partos, que por sua vez leva a uma menor eficiéncia reprodutiva em
virtude da diminui¢do das taxas de servico, e por consequéncia, um menor numero de fémeas ¢ inseminada
a cada ano (Crespilho, 2010; Almeida, 2018). Esta situacdo torna-se ainda mais grave quando se trabalha
com a espécie bubalina, que além de todas as dificuldades e limita¢es para realizacdo da IA mostradas
para a espécie bovina, possui ainda a questdo da sazonalidade (Hafez, 1954; Gill et al., 1973; Vale, 1988;
Beg e Totey, 1999; Zicarelli e Vale, 2002; Almeida et al., 2015; 2017; 2020c).

Nesse contexto, a instauracao da IATF, utilizando sémen refrigerado de bovinos (Crespilho et al.,
2012; Resende e Almeida, 2013; Borges-Silva et al., 2015; 2016; 2017; Resende et al., 2018ab; Borges -
Silva et al., 2019; 2020) e bubalinos (Almeida et al., 2015; Almeida et al., 2016a; Almeida et al., 2017;
Almeida, 2018; Almeida et al., 2020c; 2021), representa uma alternativa viavel e promissora para melhorar
a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos porque ndo ha necessidade de deteccdo de estro. Desta forma, o tempo
de coleta e momento da inseminagdo podem ser agendados, aproximadamente, em conjunto com a
expectativa de ovulacdo. Nos crescentes programas de IATF ¢ substancialmente possivel inseminar um
grande niimero de vacas e novilhas no mesmo dia, o que possibilita o armazenamento do sémen refrigerado
por periodo mais curto e ainda aumenta a utilizagdo de um tnico ejaculado. Nesse caso, a preservagido da
viabilidade espermatica durante o periodo de 24 a 48 horas seria suficiente para o transporte e utilizagdo
em fazendas longe de onde os touros sdo mantidos (Crespilho et al., 2012; Almeida et al., 2018). Tal
procedimento pode ser empregado com sucesso, pois € sabido a mais de quatro décadas que o s€émen fresco
ou refrigerado, envolvendo vérias espécies animais, possui uma maior viabilidade no trato reprodutivo
feminino em comparagdo com o sémen criopreservado (New Zealand Dairy Board, 1977; Curry, 2000;
Borchardt et al., 2018), proporcionando melhores taxas de fertilidade e de gestacdo (Almeida et al., 2015;
2016a; 2017).

Diversos trabalhos, utilizando o sémen refrigerado a 5 °C na IATF por 24 horas para bovinos,
verificaram aumento significativo nas taxas de gestagdo, comparado ao sémen -criopreservado,
respectivamente [(61,49% vs. 45,71%) Crespilho et al., 2012; (68,0% vs. 45,3%) Resende e Almeida, 2013;
(51,0% vs. 41,0%) Papa et al., 2015; (59,9% vs. 49,4%) Borges-Silva et al., 2016; (64,5% vs. 44,7%)
Resende et al., 2018b].

Resultados também promissores foram encontrados para a espécie bubalina, quando do uso do
sémen refrigerado a 5 °C vs. sémen congelado (54,5% vs. 31,7%) Almeida et al., 2016a; (55,6% vs. 44,4%)
Almeida et al., 2017; (57,8% vs. 31,1% - periodo ciclico) Almeida et al., 2020c e (48,2 vs. 34,6% - periodo
aciclico) Almeida et al., 2021. No entanto, ha trabalhos com resultados similares como o estudo envolvendo
novilhas Nelore sincronizadas para IATF e inseminadas com sémen resfriado e congelado, onde obtiveram-se
taxas de 48,9 e 46,9%, respectivamente (Fujita et al., 2013) e o trabalho de Silva et al. (2013) que obteve
resultado superior para taxa de concepgao em vacas Nelore lactantes quando utilizou-se o sémen congelado
em relagdo ao refrigerado, obtendo 42,1 e 40,0%, respectivamente.

Mais recentemente Almeida et al. (2020a) reportaram em estudo para avaliar a fertilidade do
sémen de bufalos para produgao de embrides in vitro (PIVE), comparando a eficacia do sémen refrigerado
a 5 °C/24 horas versus congelado, utilizando o mesmo ejaculado fracionado para os dois tratamentos, uma
taxa de embrides produzidos de 30 vs. 17%, para os tipos de sémen refrigerado e congelado,
respectivamente. Mais uma vez o sémen refrigerado se apresenta como uma alternativa promissora para
aumentar a eficiéncia reprodutiva, ainda mais em uma espécie em que os resultados de PIVE sdo inferiores
aos obtidos com bovinos (Salzano et al., 2018; Baruselli et al., 2020).

Mas ¢ importante frizar que esses resultados sdo dificeis de comparar, uma vez que utilizaram
diferentes protocolos de IATF, catergorias animais diversas (nuliparas, primiparas e multiparas), escore de
condigdo corporal (ECC), tamanho de lote, inseminadores e qualidade de sémen (Silva et al., 2017b).
Adicionalmente, concentragdes espermaticas diversas, diluidores, épocas do ano (inverno e verdo), ragas
diversas de uma mesma espécie seja ela bovina ou bubalina, e no caso da espécie bubalina (animais em
periodo reprodutivo favoravel “ciclando” e periodo reprodutivo desfarovavel “anestro”), o que demanda
protocolos hormonais com farmacos diferentes, isto sem falar na regido ou estado onde os estudos foram
realizados, ¢ as diveras equipes envolvidas.

Impacto econdmico do uso do sémen refrigerado
O Brasil possui grande relevancia mundial, por ser o quinto maior pais em extensao territorial e

possuir o maior rebanho bovino comercial do mundo, com 221,81 milhdes de cabecas (IBGE, 2018)
atingindo em 2018 a marca de 15,4 milhdes de doses de s€émen comercializadas (ASBIA, 2019). Em relagdo
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a populagdo bubalina, existem no mundo mais ou menos 200 milhdes de cabegas (Pirondi et al., 2019),
sendo que no Brasil existem aproximadamente 1.434.141cabegas (IBGE, 2019).

Segundo Saud (2019) as estatisticas do mercado de material genético de bovinos sinalizam uma
mudanga positiva, mesmo que em uma intensidade menor que a desejada, para uso da IA na pecuaria
brasileira. Ainda de acordo com o autor, nos principais estados produtores de leite, a técnica de 1A ¢ aplicada
entre 9 e 15% das fémeas em idade reprodutiva, sendo 7,3% a média nacional conforme apontou a ASBIA
(2019). Ja para a espécie bubalina apenas 1% das fémeas em idade reprodutiva sdo inseminadas (IBGE,
2016). Porém com o aumento das IATFs realizadas na espécie nos ultimos anos, acredita-se que esse
percentual chegue a pelo menos 2%.

Nos ultimos anos, estudos t€ém indicado que os métodos tradicionais de deteccdo de estro
raramente conseguem indices de eficdcia acima de 50 a 70%, com isso, muitas das vacas em estro ndo sdo
inseminadas. Quando se utilizam protocolos de IATF intensivamente em rebanhos leiteiros ¢ observada
diminui¢do dos intervalos de partos (IEP) e a primeira IA, e entre o parto e concepgdo (Baruselli et al.,
2017). Com isso, reduz-se a média de intervalo de partos (atualmente a média nacional é de um bezerro a
cada um ano e meio), conseguindo, assim, atingir a condi¢do ideal de um bezerro por ano. Numa
propriedade onde o IEP ¢ reduzido para 12 meses, temos uma lactagdo a mais a cada periodo de 3 anos, ou
seja, 50% de aumento de producdo leiteira por ano. Ter mais bezerros produzidos significando mais animais
para venda ou para reposi¢do no rebanho. Outro ganho financeiro pode vir da concentragdo dos partos nos
periodos de entressafra leiteira e de corte, época quando estes produtos atingem melhor prego de mercado.

Neste contexto, estudos realizados com sémen bovino na Austrdlia e Nova Zelandia
(Verberckmoes et al., 2005), Alemanha (Borchardt et al., 2018), Brasil (Borges-Silva et al., 2015; 2017),
tém indicado a possibilidade do uso e comercializacdo de s€émen bovino na forma liquida “fresco ou sob
refrigeragdo”. Isso porque o uso desta biotécnica tem aumentado as taxas médias de gestagdo, sendo cada
vez mais satisfatorias, comparada ao uso do sémen congelado. Neste contexto, face aos resultados obtidos
em pesquisas com a espécie bubalina, este tipo de sémen também poderia contribuir bastante para a
melhoria dos indices reprodutivos dos rebanhos e, consequentemente, tornar as propriedades e produtores
mais competitivos.

Murphy et al. (2013) relataram que o sémen refrigerado possui a vantagem distinta sobre o sémen
congelado-descongelado, pois a diluigdo ou reducdo da concentragdo espermatica por dose
(aproximadamente 3-5 milhdes de espermatozoides “resfriado” wvs. 15-20 milhdes “congelado
convencional”) possibilita quadruplicar o numero de doses de sémen por ejaculados a serem produzidas.
Portanto, o uso do sémen refrigerado maximizaria o numero de palhetas de inseminacdo produzidas por
ejaculado em comparacdo com o sémen congelado (Murphy et al., 2018).

Borchardt et al. (2018) reportaram que o sémen refrigerado representa apenas 5% da IA mundial,
predominantemente em sistemas de criacdo de leite sazonais, como Nova Zelandia, Australia e Irlanda. No
entanto, aqui no Brasil, seu uso em grande escala tera um grande impacto nas fazendas de gado de corte,
onde estas por ja utilizarem reprodutores melhoradores e de genética superior, podem ainda com o uso do
sémen refrigerado reduzir custos de producdo, intervalos de partos e outros, conforme ja mencionados por
Borges-Silva et al. (2017).

O custo do processo de producdo do sémen refrigerado ndo foi ainda reportado em nenhum
trabalho referente ao tema. No entanto, o valor praticado para o sémen congelado nas propriedades pelos
veterinarios em média ¢ R$ 5,00/dose, sem contabilizar nesse valor o custo com nitrogénio, raques,
palhetas, deslocamento, alimentagdo e o valor diario dos servigos veterinarios que variam muito de acordo
com a regido onde o servico sera realizado. No entanto, com apenas 13-15% e 1-2% das fémeas em idade
reprodutiva (bovinas e bubalinas, respectivamente) sendo inseminadas no Brasil, adicionalmente com taxas de
10 a 20% ou mais de gestagao utilizando o sémen refrigerado comparado ao congelado, espera-se que haja
um grande mercado a ser explorado. Essa situagdo, além de trazer lucros para os produtores de bovinose
bubalinos, também poderda demandar um grande efetivo de profissionais veterinarios capacitados e
especializados em reprodugdo animal. Todavia, para que essa técnica seja eficiente, além do “know-how”
do profissional, ¢ necessario trabalhar com animais de genética superior e comprovada, livres das doengas
da esfera reprodutiva, seguir as recomendag¢des do CBRA (2013) e com fazendas que possuam estrutura e
funcionéarios qualificados e empenhados em fazer um bom trabalho em prol da reprodugdo cada vez mais
eficiente. E, por ultimo, mas ndo menos importante, lembrar que o sémen refrigerado, assim como o
congelado em fazendas ndo podem ser comercializados, conforme normas estabelecidas pelo MAPA. Neste
contexto, essa condi¢do sine qua non ¢ necessaria para uma viabilidade sanitaria e econdmico-financeira
da pecuadria.
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Baruselli (2019a) reportou que no ano de 2018, a IATF gerou aproximadamente RS 3,5 bilhdes de
ganhos para a cadeia de produgdo de corte e de leite brasileira. Em outro estudo, Baruselli (2019b) informou que
a IATF movimentou R$ 796 milhdes para a sua execug@o no Brasil no ano de 2018, com a prestagdo de
servico médico veterinario correspondendo a 33% do valor para execugdo da IATF (R$ 265,2 milhoes),
considerando o custo de R$ 20 por animal sincronizado. Ainda segundo o autor, as empresas de venda de
sémen e farmacos representam 66% (R$ 796 milhdes) do valor total, considerando 13,3 milhdes de IATFs
efetuadas no ano a preco médio de R$ 20 para os farmacos de sincronizagdo e R$ 20 para dose de sémen
congelado.

Até o momento nao ha estudos sobre o custo final do uso do s€men refrigerado na IATF. No
entanto, com a reducao de custos de armazenamento, de intervalo de partos, antecipagdo e concentragao da
concepcao no inicio da estagdo de monta, facilidade de uso por veterindrios de campo que trabalham com
reprodugdo, somado ao aumento de 20% ou mais nas taxas de gestagdo, ¢ promissor que sera de grande
valia para tornar as propriedades mais eficientes no quesito produtividade, reprodutividade e
competitividade. Isto porque, a principal diferenga ndo estd no custo entre os dois tipos de sémen
(refrigerado e congelado), mas sim nos resultados de aumento de taxa de prenhez observado na maioria dos
trabalhos realizados para as espécies bovinas e bubalinas.

Perspectivas futuras

E possivel considerar como reflexio, algumas 4reas nas quais focar a pesquisa e a discussio no
futuro, entre elas: a palheta especifica (PE) para acondicionamento do sémen refrigerado, a qual segundo
Borges-Silva et al. (2020) é confeccionada com um material que ndo possibilita a troca de oxigénio com o
meio externo, podendo, em teoria, melhorar a qualidade espermatica, por evitar a produgdo de espécies
reativas de oxigénio o que comprometeria a membrana espermatica e a viabilidade celular. No entanto, os
autores reportaram que em um teste de campo utilizando sémen refrigerado a 5 °C por 24 horas (envasado
em palhetas comuns ¢ PE para sémen refrigerado), ndo observaram diferencga estatistica ao inseminar 196
matrizes (98 para cada tipo de palheta). Mas os autores ressaltam que, eventualmente, com maior numero
de animais inseminados a diferenca estatistica possa ocorrer.

Pesquisas envolvendo métodos adicionais de armazenamento prolongado de espermatozoides,
como a liofilizagdo; metodologia adicional para separar células espermaticas por sexo para uso também
com o sémen refrigerado; melhor compreensdo do microbioma no ambiente uterino no desenvolvimento
embriondrio, e verificar o custo-beneficio do uso do sémen refrigerado utilizado na IATF em diferentes
condicdes de uso, entre outras, vindo tudo em associagdo com as continuas descobertas e aplicagdo da
genodmica, nandmica e protedmica, certamente trara melhores indices reprodutivos para a pecuéria.

Consideracdes finais

Assim como reportado por Shannon em 1968, na atualidade, o uso do sémen congelado possui
caracteristicas que o tornam menos competitivo em relagdo ao sémen refrigerado, sendo elas: menores taxas
de concepgao e investimento muito maior em equipamentos de laboratério. Considera-se que mesmo sendo
o sémen de reprodutores geneticamente superiores, nem todo sémen pode ser congelado, além de que o
congelamento e armazenamento de sémen a baixas temperaturas aumenta consideravelmente os custos de
manutencao de maquinas e instrumentos.

Especula-se que havendo uma rede de distribuicao quase diaria confidvel do sémen refrigerado e,
com essa rede estabelecida, o modelo de sémen refrigerado pode ser muito valioso para a IATF nas fazendas
principalmente de gado de corte, uma vez que estas ja possuem touros melhoradores. Se a distribui¢do do
sémen refrigerado funcionava satisfatoriamente a mais de cinco décadas atrds, quando os meios de
transporte e comunicag@o eram bem precarios e em algumas regides inexistentes, porque ndo funcionaria
na atualidade com todas as possibilidades de transporte existentes (correio, empresas de entrega, transporte
terrestre, aéreo, motoboys, etc), ¢ comunicagdo em tempo real (via telefones, aplicativos, sites, mensagens,
video chamadas, etc).

Com esta revisdo nao se teve a pretensdo de sugerir a substitui¢do do sémen congelado pelo
refrigerado, pois ambos tém suas caracteristicas e espago onde ser utilizado. Buscou-se, principalmente,
apenas considerar uma outra alternativa para melhorar os indices zootécnicos das propriedades que utilizam
a IA. Observa-se que em condi¢des de fazenda de multiplicacdo de proteina animal de alta qualidade, um
incremento nas taxas de gestacdo de 20% ou mais, podem gerar maior lucro, tornar a propriedade mais
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competitiva e o simples incremento na taxa de gestacdo poderia, dependendo do niimero de animais
utilizados na IATF, pagar todos os custos com os protocolos hormonais.

Mas ¢ importante mencionar que segundo a Instru¢cdo Normativa MAPA N° 36, de 27 de outubro
de 2015 (MAPA, 2015), somente podera ser distribuido no Brasil o sémen bovino ou bubalino coletado em
centros de coleta e processamento de s€émen - CCPS, registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), que cumprem os requisitos sanitarios minimos para a producao e comercializagao
de s€men bovino e bubalino no pais. Isto significa que o s€émen coletado e processado em fazendas
particulares, somente podera ser utilizado pelo produtor € ndo € permitida sua comercializagdo. Cabe
ressaltar que as coletas de sémen realizadas em fazendas, sem fins comerciais, apenas para uso particular,
devem ser realizadas somente por médicos veterinarios. Isto porque, o veterinario ¢ o profissional
qualificado para realizar as avaliagdes do reprodutor, seu material genético e ainda realizar exames
sanitarios e coleta de material a ser enviado aos laboratorios, com o intuito de impedir a propagagdo de
doencas da esfera reprodutiva e zoonoses. Dentre os exames sanitarios das principais doengas a serem
realizados, tem-se: brucelose, tuberculose, tricomonose, compilobacteriose, leptospirose, diarréia viral
bovina e rinotraqueite infecciosa dos bovinos, que podem comprometer a reproducéo ou a saide humana.
Adicionalmente, podem ser realizados exames bacteriologicos e virologicos no sémen antes da sua
utilizagcdo. Consequentemente, diferentemente da monta natural, o uso da IA reduz consideravelmente o
risco da transmissdo de doengas reprodutivas nos rebanhos.
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