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RESUMO: A inseminacgao artificial com sémen congelado tem sido amplamente estudada
e aplicada na reprodugao equina, proporcionando significativos avangos genéticos e
reprodutivos que consiste em introduzir o material genético na égua de forma artificial. Este
estudorevisaalliteratura sobre a utilizacdo de s€émen congelado, destacando seus beneficios,
caracteristicas, processos de criopreservacao, descongelamento, inovacgdes tecnologicas
e seus desafios. As vantagens incluem: preservacao da linhagem genética, pois € possivel
utilizar o sémen de garanhdes mesmo apds sua morte; redugao da transmisséo de doengas
devido analises realizadas com microscopio, além de nao ocorre o contato fisico entre
os animais e a facilidade no transporte de material genético. Entretanto, desafios como o
baixo indice prenhez do sémen congelado quando comparado ao sémen fresco ocasionado
por danos térmicos que afetam a viabilidade espermatica apds o descongelamento e a
necessidade de protocolos mais eficientes ainda sao barreiras a serem superadas. As
inovacdes tecnoldgicas ampliam a aplicabilidade da inseminacao artificial na industria
equestre, alguns exemplos sdo: o avango nas técnicas de criopreservagao com novos
diluentes e crioprotetores; acompanhamento e monitoramento das fazes da ovulagao das
éguas; além disso o investimento na capacitacdo em mao-de-obra especializada tanto para
criadores quanto para médicos veterinarios com cursos teoricos e praticos.

PALAVRAS-CHAVE: inseminagao artificial. Sémen congelado. Criopreservagao.
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EQUINE REPRODUCTION WITH FROZEN SEMEN: A LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Artificial insemination with frozen semen has been widely studied and applied
in equine reproduction, providing significant genetic and reproductive advances, which
consists of introducing the genetic material into the mare in an artificial manner. This study
reviews the literature on the use of frozen semen, highlighting its benefits, characteristics,
cryopreservation processes, thawing, technological innovations, and its challenges. The
advantages include: preservation of the genetic lineage, as it is possible to use semen from
stallions even after their death; reduction of disease transmission due to analyses performed
with a microscope, in addition to there not being physical contact between the animals and
the ease of transporting genetic material. However, challenges such as the low pregnancy
rate of frozen semen when compared to fresh semen, caused by thermal damage that affects
sperm viability after thawing, and the need for more efficient protocols, are still barriers to
be overcome. Technological innovations expand the applicability of artificial insemination in
the equine industry; some examples are: advances in cryopreservation techniques with new
extenders and cryoprotectants; follow-up and monitoring of the stages of ovulation in mares;
in addition, investment in training specialized labor for both breeders and veterinarians with
theoretical and practical courses.

KEY-WORDS: Artificial insemination. Frozen semen. Cryopreservation.

INTRODUGAO

A reproducdo equina desempenha um papel essencial na industria equestre,
contribuindo para o melhoramento genético e o desenvolvimento da criagdo de cavalos.
Com os avancgos da biotecnologia reprodutiva, novas técnicas foram incorporadas para
otimizar a eficiéncia da reprodugao, sendo a inseminagao artificial com sémen congelado
uma das mais promissoras (Fonseca et al., 2021). Essa tecnologia tem possibilitado a
disseminagdo de material genético de alta qualidade, independentemente das barreiras
geograficas (Silva et al., 2020).

A criopreservagao do sémen equino permite sua conservagao por longos periodos,
garantindo a disponibilidade continua para os programas de reproducéo (Mattos; Gongalves,
2016). Isso possibilita que criadores escolham garanhdes com base em critérios genéticos,
reduzindo a necessidade de transporte de animais e minimizando o estresse envolvido
no deslocamento para acasalamentos naturais. Além disso, a técnica favorece o controle
sanitario, evitando a transmiss&o de doengas sexualmente transmissiveis (Melo et al.,
2018).

Apesar das vantagens, a utilizagdo do sémen congelado na reprodugao equina
enfrenta desafios significativos. O processo de congelamento e descongelamento pode
comprometer a viabilidade espermatica, reduzindo as taxas de fertilizacdo (Fonseca et al.,
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2021). Assim, pesquisadores tém se dedicado ao desenvolvimento de novos crioprotetores
e aprimoramento das técnicas de manipulagdo do sémen para minimizar os impactos
negativos da criopreservacao (Oliveira et al., 2021).

A literatura cientifica tem demonstrado avancos consideraveis na otimizacdo da
inseminacao artificial com sémen congelado. Estudos recentes indicam que ajustes nos
protocolos de congelamento e inseminagcéo podem melhorar as taxas de prenhez, tornando
essa tecnologia mais eficiente e acessivel para os criadores (Silva et al., 2020). Além
disso, o aprimoramento das analises espermaticas contribui para uma melhor selegao dos
garanhdes com maior potencial reprodutivo (Melo et al., 201 Revisar a literatura sobre a
utilizacdo do sémen congelado na reprodugéo equina, destacando seus beneficios, desafios
e perspectivas futuras.

A compreensao desses aspectos € fundamental para impulsionar novas pesquisas e
aprimorar as praticas reprodutivas, tornando a inseminacgéo artificial com sémen congelado
uma ferramenta ainda mais eficaz na equinocultura (Oliveira et al., 2021).

OBJETIVO

Revisar a literatura sobre a utilizagcdo do sémen congelado na reprodug¢ao equina,
destacando seus beneficios, desafios e perspectivas futuras.

METODOLOGIA
Delineamento, escopo e perguntas de pesquisa

Realizou-se uma revisao de literatura com abordagem narrativo-sistematizada sobre
inseminacao artificial em equinos com sémen congelado, orientada portrés questdes: (i) quais
protocolos de criopreservagao e descongelamento foram empregados e como impactaram
a qualidade espermatica; (ii) quais taxas de concepgao/prenhez foram obtidas com sémen
congelado em comparagéo ao sémen fresco e resfriado; e (iii) quais inovagdes tecnoldgicas
(diluentes e crioprotetores, antioxidantes, citometria de fluxo, analise computacional/lA e
nanotecnologia) contribuiram para elevar a eficiéncia reprodutiva.

A estratégia conceitual seguiu PICO adaptado: populagdo composta por éguas e
garanhodes (Equus caballus); intervengao/exposigao centrada no uso de sémen congelado
e nas etapas técnicas de coleta, diluicdo, resfriamento, congelamento, armazenamento,
descongelamento e inseminacao; comparadores, quando disponiveis, com sémen fresco
e resfriado; e desfechos em motilidade total e progressiva, integridade de membrana/
acrossoma/DNA, viabilidade espermatica, dose inseminante, taxas de concepgao/prenhez
por ciclo e por estacédo e perdas embrionarias precoces.
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Foram incluidos estudos primarios in vitro e in vivo (ensaios clinicos, observacionais
e séries de casos) e estudos laboratoriais com avaliagao seminal; revisdes sistematicas e
meta-analises serviram para ampliar a busca de referéncias, sem integrar eventual sintese
quantitativa. Consideraram-se textos em portugués, inglés e espanhol publicados entre
1975 e 2025. Excluiram-se relatos sem dados primarios, comentarios/editoriais, estudos
exclusivamente com ovocitos/embrides sem relagdo com sémen congelado, materiais sem
texto completo e duplicatas.

Fontes de informagao, busca, selecao e extracao

As buscas foram feitas na PubMed/MEDLINE, Scopus, Web of Science, SciELO e CAB
Abstracts, com complementagao por Google Scholar (rastreamento de citagdes), literatura
cinzenta em repositorios institucionais € manuais técnicos pertinentes. Empregaram-se
combinagdes equivalentes de descritores DeCS/MeSH e termos livres em portugués, inglés
e espanhol, cobrindo “equinos/éguas/garanhdes/cavalos”, “inseminacgéao artificial”’, “sémen
congelado/cryopreservation/thawing/cryoprotectant/extender” e “fertilidade/prenhez/

viabilidade/motilidade”, com filtros por espécie, idioma e periodo.

Os registros foram gerenciados em software bibliografico (Zotero ou Mendeley),
com remocgao automatica de duplicatas e conferéncia manual. A selecdo ocorreu em duas
etapas por dois revisores independentes: triagem de titulos e resumos, seguida da leitura
do texto completo, com registro das razdes de excluséo; o fluxo de identificacdo, triagem,
elegibilidade e inclusao foi apresentado conforme PRISMA 2020.

A extracao utilizou formulario previamente pilotado, contemplando: caracteristicas
do estudo (ano, pais, desenho, amostra, raca/idade dos garanhdes e categoria/idade das
éguas); protocolo seminal (método e frequéncia de coleta com vagina artificial, diluentes,
crioprotetores como glicerol e trealose, resfriamento, tipo de congelamento com curva
e sistema passivo/ativo, armazenamento em nitrogénio liquido e descongelamento,
respeitando a correspondéncia com a curva e considerando protocolos usuais como 37
°C/30 s, 46 °C/20 s e 60-70 °C/7 s); avaliagao da qualidade espermatica (motilidade total/
progressiva, vigor, integridade de membrana e acrossoma, danos ao DNA, estresse oxidativo,
uso de antioxidantes, procedimentos de centrifugacgao/filtracao e citometria de fluxo quando
aplicavel); procedimento de inseminacgao (dose total, local de deposi¢ao no corpo uterino
ou corno ipsilateral, timing em relacédo a ovulacdo com ultrassonografia e eventual indugao
com hCG ou deslorelina, numero de inseminagdes por ciclo); e desfechos reprodutivos
(concepcao aos 14-16/28/45 dias, prenhez por ciclo/estacdo, perdas embrionarias e
eventos adversos). Informagdes sobre financiamento e potenciais conflitos de interesse
foram registradas quando declaradas; divergéncias entre revisores foram resolvidas por
consenso.
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Avaliacao da qualidade e sintese dos achados

A qualidade metodoldgica e o risco de viés foram avaliados conforme o desenho:
ferramenta SYRCLE para estudos com animais; checklists Joanna Briggs Institute para
observacionais e séries de casos; e critérios de qualidade e reprodutibilidade inspirados
no ARRIVE 2.0 para estudos laboratoriais in vitro, com énfase no controle de temperatura/
tempo, padronizagdo de meios/diluentes e calibragdo de equipamentos. Os julgamentos
foram apresentados de forma narrativa e, quando pertinente, em quadros-resumo.

A sintese principal foi qualitativa, organizada nos eixos criopreservagao/
descongelamento, qualidade espermatica, procedimento de inseminagao e manejo da égua,
desfechos reprodutivos e inovagdes, destacando consensos e lacunas. Quando houve
dados comparaveis suficientes, realizou-se sintese quantitativa exploratéria com modelos
de efeitos aleatdrios, agregando propor¢des de concepgao/prenhez e variaveis continuas
(motilidade, viabilidade). A heterogeneidade foi estimada por 1> e 12, com analises de
subgrupos e, quando justificadas, meta-regressdes considerando tipo de sémen, protocolo
de descongelamento, crioprotetor/diluente, raca e idade do garanhao, dose inseminante,
local de deposicao e uso de indutores de ovulagao; o viés de publicagao foi explorado por
grafico de funil e teste de Egger quando o numero de estudos foi suficiente.

DISCUSSAO

A sintese dos trabalhos confirma a consolidacdo da inseminagao artificial (IA) na
equinocultura e o avango do uso de sémen congelado para difusdo genética e planejamento
reprodutivo; entretanto, persiste um gradiente de desempenho: prenhez tipicamente mais
alta com sémen fresco (~70-80%), intermediaria com resfriado (~50-65%) e menor com
congelado (~30-50%), o que reflete danos por gelo e estresse oxidativo inerentes ao
processo de congelacao/descongelacao (Silva et al., 2020; Gaspardy et al., 2020; Camargo,
2023; Moreira et al., 2018).

A compatibilizagao entre curvas de congelamento e protocolos de descongelamento
emergiu como fator critico: 37 °C/30 s (tradicional), 46 °C/20 s (lento-equilibrado), 60—70
°C/7 s (passagem rapida pela recristalizagao) e 75 °C/7 s (rapido, indicado para congelagao
igualmente rapida). Em Mangalarga Marchador, observou-se ~71% de vivos e ~46,7% de
motilidade total apés 37 °C/30 s, versus ~77,4% de vivos e ~44,2% de motilidade apds 75
°CI7 s, reforgando que o “acoplamento” freeze—thaw melhora integridade e desempenho
pos-thaw (Monteiro et al., 2006; Rodrigues et al., 2016; Azevedo et al., 2019; CBRA, 2013).

No eixo criocautela/quimica do meio, glicerol tem mantido cerca de 40% de viabilidade
pos-thaw, enquanto formulagdes com trealose (50 mM) superaram 55% em alguns ensaios;
antioxidantes (p.ex., vitamina E ou flavonoides como quercetina) reduzem ~30% do
estresse oxidativo, sugerindo ganhos quando se combinam crioprotetores permeaveis e
“scavengers” especificos em protocolos personalizados por garanhdo (Medina-Leon et al.,
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2019; Bhatia, 2023; Straioto et al., 2020; Yanez-Ortiz et al., 2022).

Etapas pré-congelagao também modulam a amostra: centrifugagcdo em ~600 g/10
min minimiza perdas de vigor/motilidade, filtros espermaticos por gravidade separam o
liguido seminal com baixo dano celular, e resfriamento a 4-5 °C com controle de tempo
reduz contaminagao; apo6s o congelamento, a armazenagem a —-196 °C em N, liquido
assegura estabilidade prolongada, ampliando a janela de uso e o alcance geografico do
material (Paiva, 2020; Faria; Ataides & Oliveira, 2020; Souza et al., 2022; Camargo, 2023).

Do lado da receptora, doses convencionais (~4,0 x 10"8 espermatozoides totais)
em éguas jovens no estro, com monitoramento ultrassonografico do momento ovulatério,
podem alcangar bons indices; por outro lado, vaginites por oportunistas (Streptococcus
equi ssp. zooepidemicus, E. coli, Pseudomonas, Klebsiella) reduzem fertilidade e exigem
citologia/cultura e manejo (lavagens, antimicrobianos, e Caslick quando indicado) para
restaurar o ambiente reprodutivo favoravel (Moreira et al., 2018; Palmer, 2019; Hartman et
al., 2020; Ricketts & Allen, 2016; Leblanc, 2008; Mertens et al., 2017).

Ferramentas de fenotipagem objetiva — citometria de fluxo (membrana/acrossoma)
e analise computadorizada de movimento (CASA) — aumentam a assertividade na selegao
de doses e ajudam a explicar a variabilidade entre garanhdes; aliados a modelos preditivos
(IA) baseados em imagens/séries temporais, podem racionalizar o numero de |A por cio
e reduzir custos em programas com janelas reprodutivas curtas (Yanez-Ortiz et al., 2022;
Zuidema; Kerns & Sutovsky, 2021; Brandao, 2020).

Aspectos sazonais e fisioloégicos seguem determinantes: éguas poliéstricas
estacionais respondem ao fotoperiodo, concentrando melhor desempenho na primavera-
verao no Brasil; integrar sazonalidade, sanidade e qualidade de dose € chave para fechar
o “gap” do sémen congelado frente ao fresco/resfriado em ambientes de produgao (Paiva,
2020; Coelho & Dias, 2021; Zoccoli, 2023).

Quanto as frentes de inovagao, destacam-se gradientes térmicos controlados no
descongelamento, nanotecnologia para entrega de crioprotetores/antioxidantes e novos
diluentes, além de IA para deciséo de timing de |A a partir de dados de ultrassom e qualidade
de dose; estudos multicéntricos padronizados sao prioritarios para reduzir a variabilidade
inter-centro e acelerar transferéncia tecnolégica (Gutiérrez-Cepeda et al., 2023; Vita et al.,
2019; Gaspardy et al., 2020; Camargo, 2023).

Por fim, capacitagdo e padronizagdao operacional permanecem gargalos praticos:
treinamentos periddicos, auditoriade processos (coleta, filtragao/centrifugacao, resfriamento,
congelagdo, descongelagédo) e registro sistematico de curvas tempo/temperatura sao
medidas custo-efetivas para elevar a proporcdo de doses “aptas” e reduzir variagao inter-
operador, especialmente em sistemas com infraestrutura limitada (Miranda, 2020; Souza et
al., 2022; Brandao, 2020).
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CONSIDERAGOES FINAIS

A inseminacdo artificial com sémen congelado representa uma alternativa viavel
para a reprodugao equina, trazendo inumeras vantagens, como a preservagao de linhagens
genéticas, a redugao de barreiras geograficas e a diminui¢do do risco de transmissao de
doengas durante o acasalamento. Além disso, permite que o material genético de garanhdes
de alto valor seja utilizado por longos periodos, ampliando seu impacto na melhoria do
plantel.

No entanto, desafios como a redugdo da viabilidade espermatica apds o
descongelamento e a variagéo nas taxas de fertilizagdo entre diferentes individuos ainda
representam barreiras significativas para a plena eficiéncia da técnica. A adaptacao
de protocolos de criopreservagao as particularidades de cada garanhdo, bem como o
desenvolvimento de diluentes e crioprotetores mais eficazes, sdo areas de pesquisa
promissoras.

A literatura aponta avancgos constantes na busca por solugdes que otimizem o uso do
sémen congelado, promovendo a melhoria dos indices reprodutivos. Métodos inovadores,
como a incorporagdao da nanotecnologia, a inteligéncia artificial na analise seminal e a
sexagem de espermatozoides, tém se mostrado promissores para aumentar a eficiéncia da
inseminacao artificial.

Assim, o desenvolvimento de novas tecnologias e metodologias é essencial
para garantir a eficacia desse método e ampliar sua utilizagdo na industria equestre. O
aprimoramento dos protocolos de manejo e a capacitagdo dos profissionais envolvidos
também desempenham um papel crucial para garantir o sucesso da inseminagao artificial
com sémen congelado, consolidando essa técnica como uma ferramenta fundamental para
o melhoramento genético e a sustentabilidade da criagdo equina.

Além disso, fatores como 0 momento preciso da ovulagdao, o manejo adequado da
égua receptora e a qualidade do ambiente uterino sao determinantes para o sucesso da
inseminacao artificial com sémen congelado. O uso de técnicas complementares, como
a inseminacao profunda no corno uterino ipsilateral ao foliculo dominante e o controle
hormonal da ovulagdo com agentes como deslorelina ou hCG, tem contribuido para otimizar
as taxas de prenhez. A escolha criteriosa das éguas, considerando sua saude reprodutiva,
idade e histérico gestacional, também influencia diretamente os resultados.

Nesse contexto, a inseminacédo artificial ndo € apenas uma técnica, mas um
conjunto de estratégias integradas que exigem conhecimento técnico, planejamento e
acompanhamento especializado. Com o avango continuo da biotecnologia e o investimento
em pesquisa aplicada, a tendéncia € que essa pratica se torne cada vez mais precisa,
eficiente e acessivel, consolidando-se como um dos pilares da reprodugéo equina moderna.
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