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1.INTRODUÇÃO
Existem diversas técnicas que permitem a recuperação de

espermatozoides viáveis de equídeos. Dentre as biotecnologias disponíveis,
iremos grifar a obtenção do sêmen através da cauda do epidídimo, que é
uma técnica que permite a recuperação de células espermáticas de cavalos
que vieram a óbito; que tiveram os testículos removidos cirurgicamente ou
que possuem alguma alteração reprodutiva que impedem a coleta do
ejaculado, sendo está técnica de coleta, a última oportunidade para
armazenar e preservar os espermatozoides do animal desejado, sendo uma
técnica inestimável ao falarmos de animais de elevado valor genético ou que
sejam de grande valor emocional para seus tutores ( SANTOS, 2017).

A fertilidade e qualidade de sêmen equino, obtido a partir da cauda do
epidídimo já foi comprovada (BARKER e GANDIER, 1957), no entanto é
preciso atentar-se em manter a viabilidade seminal após a coleta para o
armazenamento, usando mão de diluentes combinados com alguns
componentes, como o leite, antioxidantes e gema de ovo, que ajudam a
manter os parâmetros do sêmen equino em baixas temperaturas ( SAMPER,
2011). Outro fator que contribui para viabilidade do espermatozoide está
relacionado ao ATP, tendo em vista o seu suprimento adequado e o uso
eficaz do seu estoque ( ZAKRZEWSKA e UDALA, 2006), porque para manter
a funcionalidade do espermatozoide, ele necessita de grande quantidade de
energia, na forma de ATP ( DIAS, 2017).

Este trabalho tem por objetivo avaliar a utilização de ATP na
conservação de sêmen equino oriundo da cauda do epidídimo.

2. METODOLOGIA
Os epidídimos (n = 10) utilizados neste trabalho foram obtidos após

orquiectomia de rotina na criação equina. Os animais tinham entre 2 e 3 anos
em condições sanitárias adequadas. Os testículos foram lavados várias
vezes com PBS para depois serem cuidadosamente separados dos
epidídimos, após isso, então, os espermatozoides foram coletados através da
técnica de lavagem retrógrada, com 1 mL de leite UHT integral para cada
epidídimo. As amostras de sêmen foram divididas em grupos: A, B, C e D. O
grupo A, considerado grupo controle somente com leite UHT, grupo B- leite
UHT com 0,25mM de ATP; o grupo C- leite UHT com 2,5mM de ATP; e o
grupo D leite UHT com 25mM de ATP, armazenados a 5º por 48 horas.

Uma alíquota da amostra foi aquecida a 37ºC para análise de
motilidade espermática. Para essa análise uma amostra de 3 microlitros era
coloca na lâmina e lamínula e na objetiva de 20X era realizado a avaliação.



Os resultados foram comparados estatisticamente através do teste de
Tukey HSD all-pairwise.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Em equinos, quando os epidÍdimos são refrigerados a 5ºC, os

espermatozoides epididimários mantêm a motilidade total e a integridade
semelhante aos espermatozoides colhidos logo após a castração por um
período de 30 horas (Monteiro et al., 2013). Após coletar o sêmen, ocorre
uma diminuição da motilidade espermática significativa, quando conservado
por 24 horas ou mais em refrigeração, sendo de extrema importância o
conhecimento dos diluentes utilizados que contribuem para preservar as
propriedades do sêmen e assim manter sua fertilidade (CASTRO, 2014)

Um dos fatores primordiais para a manutenção das qualidades do
sêmen, é a proteção da integridade da membrana plasmática, que envolve
todo o espermatozoide, membrana essa que é composta por dupla camada
lipidica, proteínas, carboidratos e que exerce função de barreira, por fazer
permeabilidade seletiva (CASTRO, 2014). O leite UHT integral, que foi o
diluente utilizado neste presente experimento, auxilia na manutenção da
membrana plasmática do esperma, pois ele possui grande quantidade de
lipoproteínas, que desempenham a função de estabilizar as proteínas da
membrana do espermatozoide (OLIVEIRA et al, 2013).

Os movimentos da célula espermática são dependentes de ATP, e são
importantíssimos para garantir sua fertilidade, pois estão intimamente
relacionados com a capacidade do espermatozoide de se movimentar
através do trato reprodutivo feminino até que encontre o óvulo da fêmea
(Cabrita et al 2010). Após o congelamento e descongelamento, o
espermatozoide é acometido por um desgaste energético, comprometendo
principalmente sua motilidade, afetando as vias metabólicas relacionadas a
produção de ATP (ARAMLI et al., 2013). A técnica de se adicionar ATP
exógeno ao sêmen, faz com que minimize o seu desgaste energético e
aumente sua viabilidade, conforme foi demonstrado nessas espécies
(BLANCO et al., 2011). Vale ressaltar que a refrigeração não causa os danos
que o processo de congelamento causa (GALAN et al, 2017)

As amostras de sêmen, foram processadas conforme descrito
anteriormente e mantidas sob refrigeração durante 48 horas, sendo após
divididas em grupos onde foram adicionadas diferentes quantidades de ATP:
leite + 0,25mM ATP, leite + 2,5mM ATP, leite + 25mM ATP (tabela 1).

Tabela 1 - Análise da motilidade de espermatozoides

De acordo com o CBRA (2013) são considerados fora do padrão para
sêmen congelado e refrigerado, os que apresentarem motilidade progressiva
abaixo de 30%, considerando a coleta por vagina artificial. Na análise inicial,

Tratamento Motilidade %
Controle 40,00 ± 1,5 a

Leite UHT + ATP 0,25mM 26,47 ± 1,2b
Leite UHT + ATP 2,5mM 23,33 ± 2,5b
Leite UHT+ ATP 25mM 16,67 ± 4,3b



o sêmen apresentava 70% de motilidade. Após as 48 horas de refrigeração, o
grupo controle apresentou motilidade de 40% e os grupos que foram
adicionados ATP, apresentaram motilidade inferior a 30%, demostrando
assim a ineficiência do tratamento utilizado, indo na contramão do que foi dito
por BLANCO et. al. (2011), de que a adição de ATP exógeno ao sêmen, faz
com que diminua seu desgaste energético. A diminuição do desgaste
energético teoricamente implicaria em uma motilidade maior, pois segundo
ARAMLI et. al. (2013), o enfraquecimento energético compromete
principalmente a motilidade.

Em um estudo feito por DIAS (2017), onde se utilizou ATP na
criopreservação de sêmen de suínos, foi possível perceber que o diluente
com a maior concentração de ATP (25mM), foi o que apresentou menor
motilidade, o mesmo foi encontrado no presente trabalho. Entende-se que o
aumento de ATP, altera a relação ATP/ADP, interferindo no metabolismo
energético (DIAS, 2017).

Os resultados apresentados na tabela 1, foram conferidos através do
teste de Tukey, comprovando que de fato não existe diferença estatística
entre os tratamentos, achado semelhante ao descrito por DIAS (2017) em
seu estudo com suínos.

4. CONCLUSÕES
Os tratamentos de ATP acrescido com leite UHT integral, utilizada nas

amostras de sêmen de epididimo, não obtiveram diferenças significativas em
sua motilidade.
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