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APRESENTACAO

No século XX, a evolugcédo da agricultura alcangou um de seus patamares mais
importantes. Basicamente, impulsionada por um conjunto de medidas e promocéao
de técnicas baseado na introducédo de melhorias genéticas nas plantas e na evolugao
dos aparatos de producao agricola. O setor agricola brasileiro, tendo em vista sua
area territorial, atua como fonte ainda mais importante de alimentos, e devera ser
necessario um substancial aumento de produtividade a niveis bem maiores que os
atuais para atender a crescente demanda da populagao por produtos agricolas.

Contudo, o desenvolvimento do setor é fortemente acompanhado pela evolugao
das pesquisas em ciéncias agrarias no Brasil, desta forma, para que tal objetivo
seja atingido, ha imensa necessidade de incrementar as pesquisas nesta grande
area. O desenvolvimento das ciéncias agrarias € indispensavel também, vista o
seu impacto na preservacdo das condicdes de vida no planeta. Enfase entdo, deve
ser dada a uma agricultura e pecuaria sustentavel, onde a alta produtividade seja
alcancada, com o minimo de perturbagao ao ambiente, por meio de pesquisas mais
definidas e integradas a novas tecnologias que s&o incorporadas.

Mediante a primordial importéncia do setor agricola brasileiro para a economia
do pais e pela sua influéncia na sociedade atual, € com grande satisfacdo que
apresentamos a obra “Impacto, Exceléncia e Produtividade das Ciéncias Agrarias
no Brasil”, estruturada em dois volumes, que permitirdo ao leitor conhecer avangos
cientificos das pesquisas desta grande area.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Hosana Aguiar Freitas de Andrade
Kleber Veras Cordeiro
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CAPITULO 8

INOVACOES NO USO/PROCESSAMENTO DO SEMEN
NA INSEMINAGAO ARTIFICIAL EQUINA: REVISAO DE

Data de aceite: 23/03/2020
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RESUMO: A inseminacao artificial (I1A) é a
biotécnica mais difundida e realizada nos
planteis equinos. Esta consiste em depositar
0 sémen do garanh&o, anteriormente coletado
e avaliado, no trato reprodutivo da égua em
estro. A |A apresenta inUmeras vantagens na
reproducao, uma vez que otimiza a utilizacao
do sémen, promovendo o melhoramento
genético mais rapido e eficaz; além de, impedir
a transmissdo de doencas. A refrigeracao

do sémen equino ja é comumente realizada,
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permitindo o rapido transporte do material genético. O objetivo desta revisao € descrever
a biotécnica de inseminacao artificial para a espécie equina, dando destaque as
técnicas/processamento do sémen. Para tanto, foi realizado uma revisao de literatura,
utilizando artigos cientificos de revistas indexadas, relacionados ao tema proposto,
contemplando os anos de 1903 a 2019, encontrados nas bases de dados SciELO
(Scientific Eletronic Library Online), Google Académico, como também pesquisas por
monografias, dissertagdes e revistas. Foram utilizados os seguintes descritores e suas
combinacgdes: biotecnologia, reproducdo, sémen, garanhao, mercado, tecnologia.
Utilizou-se também livros da area da Medicina Veterinaria. Concluiu-se nesta revisao
que as diversas técnicas do processamento do sémen agregam valor a inseminagao
artificial, além de serem imprescindiveis para manutencéo e/ou melhoria da qualidade
espermatica e assim, aumentar a eficiéncia da biotécnica.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia. Reproducdo. Sémen. Garanhdo. Mercado.
Tecnologia.

ARTIFICIAL INSEMINATION IN MARES WITH COOLED SEMEN: LITERATURE
REVIEW

ABSTRACT: Artificial insemination (Al) is the most widespread and performed
biotechnology in equine plants. This is to deposit the semen of the stallion, previously
collected and evaluated, in the reproductive tract of the estrus mare. Al has numerous
advantages in reproduction, since it optimizes the use of the semen, promoting the
genetic improvement faster and more effective; besides preventing the transmission of
diseases. The cooling of the equine semen is already commonly performed, allowing
the rapid transport of the genetic material. The objective of this review is to describe the
artificial insemination biotechnology for the equine species, highlighting the techniques
/ processing of the semen. For that, a review of the literature was carried out, using
scientific articles of indexed journals, related to the proposed theme, contemplating
the years 1951 to 2019, found in SciELO (Scientific Electronic Library Online)
databases, Google Scholar, as well as researches by monographs, dissertations and
magazines. The following descriptors and their combinations were used: biotechnology,
reproduction, semen, stallion, market, technology. We also used books from the area
of Veterinary Medicine. It was concluded in this review that the various techniques
of semen processing add value to artificial insemination, besides being essential for
maintenance and / or improvement of sperm quality and thus, to increase the efficiency
of biotechnology.

KEYWORDS: Biotechnology. Reproduction. Semen. Stallion. Marketplace. Technology.
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11 INTRODUCAO

A industria equina brasileira gera mais de 16,15 bilhées de reais anualmente,
sendo a area da biotecnologia da reproducao responsavel pela movimentacéo de
grande parte deste montante (DE ALMEIDA; SILVA, 2010; SOUZA, 2012; SANTOS
et al., 2018).

A inseminacao artificial (IA) é a biotécnica mais utilizada na reproducao
equina, seja para minimizar riscos oriundos causados por doencgas até a selecéo
genética visando um melhoramento genético (CANISSO et al., 2008). Ademais, a
possibilidade de refrigerar e transportar amostras de sémen para outros planteis,
sem o realojamento dos garanhdes, agrega valor a esta biotécnica (OLIVEIRA et
al., 2013; SANTOS et al., 2015).

Neste contexto, a coleta do sémen e seu processamento sao cruciais para o
sucesso. Principalmente devido a escolha do garanh&o reprodutor néo esta vinculada
a qualidade seminal, o que gera alguns entraves na aplicacdo das biotécnicas na
espécie (ALVARENGA et al., 2017).

O desenvolvimento de diluentes e/ou aditivos seminais vem sendo investigado
por varias empresas e grupos de pesquisa a fim de proporcionar melhorias na
qualidade seminal e/ou aumentar a longevidade da amostra espermatica; ademais,
a criacéo de protocolos ideais de refrigeracéo e congelacédo dos espermatozoides
equinos sao almejados. A criopreservagao dos gametas permite a estocagem por
tempo indeterminado e melhor manejo do ciclo da fémea, permitindo a escolha do
melhor momento da inseminacdao (CARDOSO, 2010; BASTOS, 2017).

Somadas a criopreservacdo do sémen, outras biotécnicas estdo sendo
exploradas/aperfeicoadas no mercado equino. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi descrever a biotécnica de inseminacéo artificial para a espécie equina,
dando destaque as técnicas/processamento do sémen.

2| METODOLOGIA

O presente estudo refere-se a uma pesquisa bibliografica, a qual foi realizada
por meio de consultas periddicas de livros presentes na Biblioteca do Centro
Universitario CESMAC (Campus Marechal Deodoro), como também pesquisas em
artigos cientificos de revistas indexadas, relacionados ao tema proposto, na lingua
portuguesa, inglesa e espanhol, contemplando os anos de 1903 a 2019, encontrados
nas bases de dados SciELO (Scientific Eletronic Library Online), Google Académico,
como também pesquisas por monografias, dissertacdes e revistas. Foram utilizados
0s seguintes descritores e suas combinagdes: biotecnologia, reproducéo, sémen,
garanhao, mercado, tecnologia. Utilizou-se também livros da area da Medicina
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Veterinaria encontrados na biblioteca do Centro Universitario Cesmac e no acervo
particular do orientador e orientandos.

31 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Avancos no processamento do sémen (Sexagem, ICSI, Espermatozoide do
epididimo)

O crescente avanco da industria equina desponta no desenvolvimento de
biotécnica cada vez mais refinadas para obtencdo de potros com caracteristicas
desejadas, incluido a predicao do sexo. Assim, o uso do sémen sexado é crescente,
uma vez que, nos cavalos de polo ha uma demanda maior por fémeas enquanto os
machos sao preferidos para corrida (ALTMEIER, 2018).

O uso do sémen sexado na IA com nascimento foi reportado pela primeira vez,
na espécie equina, em 2001, sendo realizada a inseminagdo cirurgica no oviduto
(LINDSEY etal., 2001). Atécnica de sexagem do sémen é realizada, rotineiramente,
e através da citometria de fluxo. Nesta, a separacdo dos espermatozoides com
carga genética X e Y se baseia na diferenca da marcacédo do DNA entre as duas
subpopulacdes de célula quando coradas com flouréforo especifico Hoechst 33342;
0s espermatozoides corados sdo separados e recolhidos e reconcentrados em meio
biolégico (GARNER, 2006; MURADA et al., 2013).

Contudo, a sexagem por citometria reduz drasticamente a qualidade e
o potencial de fertilidade espermatica; além disso, a baixa concentracdo de
espermatozoides recuperados pos-sexagem dificulta a utilizacdo pratica deste
sémen (SCALDELAI et al., 2010). Assim, alternativas a este processo de sexagem
estdo sendo investigadas.

Entre as alternativas, a sexagem empregando nanoparticulas magnéticas (NPs)
tem sido proposto. Esta técnica se baseia na diferenca de carga elétrica existente
entre os espermatozoides feminino e masculinos. Para a realizacdo da mesma,
uma suspencao de NPs, previamente preparada, € adicionada ao diluente contendo
0 espermatozoide (na proporcdo de 1:3) e incubada por 4 minutos; em seguida,
estes sao expostos a um ima, por 20 minutos, que ir4 atrair os espermatozoides
“Y” que ficaram aderidos na parede do tubo (pois apresentaram carga positiva),
enquanto que, espermatozoides “X” permanecem suspensos (pois apresentam
carga negativa) (CASTEX, 2016).

Em equinos, a sexagem por NPs mostrou resultados promissores na qualidade
espermatica pbés-sexagem, além de maior eficiéncia e menor custo, podendo o

sémen ser utilizado a fresco, refrigerado por até 12 horas ou congelado para uso
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posterior (CASTEX,2016).

Novas técnicas de selecao espermatica também estdo sendo implementadas
nas praticas com intuito de melhorar a qualidade do sémen, em especial, pos-
descongelagdo. Destas, a centrifugacdo em solucéo colbéide de camada unica (SLC)
mostrou-se eficiente na selecdo de espermatozoides com de excelente motilidade
e morfologia normal a partir de um método facil e rapida (MURADAS et al., 2013).

A solucéo coloide da SLC é constituida de polimeros de silica-silano, espécie-
especifico. Atualmente, existem dois produtos no mercado para equinos, o Equipure
e o Androcoll (ALVARENGA et al., 2017). A SLC permite melhorar a qualidade do
sémen e aumentar a vida Gtil de ejaculados problematicos, otimizando sua utilizacéo
na Al, pois permite remover espermatozoides mortos e/ou moribundos, bem
como, virus e bactérias. Somado a isto, seleciona espermatozoides para injecéao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) (MORRELL, 2012).

A ICSI em equinos foi extremamente desenvolvida visto a baixa qualidade
do gameta masculino e as recorrentes falhas/fracasso na fecundacado in vitro
(FIV). A ICSI tem como vantagem a possibilidade de utilizar espermatozoides com
motilidade reduzida, ou mesmo, sem nenhuma motilidade, uma vez que estes
apresentem o DNA integro (MEIRA et al., 2008; RUA et al., 2016). Somado a isto,
possibilita 0 uso de ejaculados com baixa concentracdo espermatica, bem como,
pode ser empregado sémen fresco refrigerado ou congelado-descongelado, sem
diferencas no desenvolvimento dos embrides oriundos da ICSI em relagao aos tipos
de processamento do sémen utilizado (CHOI et al., 2002; HINRICHS, 2012).

Resumidamente, na ICSI, um unico espermatozoide é selecionado e logo em
seguida, microinjetado no espaco perivitelineo do o6cito maturado. Apés a injecéo,
0 odcito é submetido a protocolo de ativagcéo; o possivel embrido é cultivado até a
fase de blastocisto, sendo transferido para a égua receptora no 7-8 dia de cultivo
(CARNEIRO, 2012; CARNEIRO, 2016).

Atualmente, a taxa de sucesso da técnica de ICSI na espécie equina supera
60% de taxa de prenhes, com taxa de nascimento de 45% (MATTOS et al., 2018).
A eficiéncia da técnica esta intimamente relacionada ao cultivo dos odécitos pés-
microinjecao. Outro fator que permitiu melhores taxas na ICSI foi o emprego de
dispositivos vibratérios na pipeta de injecdo; este facilita a penetracédo da zona
pelucida, bem como, a ruptura das membranas plasmaticas dos gametas masculino
e feminino, resultando em maiores taxas de clivagem (CHOI et al., 2004).

Finalizando, a colheita e criopreservacao dos espermatozoides oriundos do
epididimo vem ganhando destaque na area, uma vez que possibilita resguardo o
material genético de garanhdes que por ventura sofram Obito precoce e/ou repentino,
ou mesmo, o0 aproveitamento de machos que seriam descartados da reproducgéo. A
recuperacao dos espermatozoides epididimario pode ser dada por varias estratégias
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(fatiamento, fluxo retrogrado, aspiracéo direta da cauda do epididimo, entre outras)
(DA SILVA; MOTA-FILHO, 2012).

Os espermatozoides colhidos da cauda do epididimo tém qualidade espermatica
semelhante aos oriundos do ejaculado e, igual capacidade de fertilizacido (MARADAS
et al., 2006; MONTEIRO et al., 2011a). O uso dos espermatozoides epididimarios
na inseminacao artificial garante taxa de concepc¢ao de 45% (MORRIS et al., 2002).
Ademais, Monteiro et al. (2011b) demostraram que tais espermatozoides sao mais
resistentes que ao processo de refrigeracao (a 5°C), por até 48h, quando comparado
ao ejaculado, sendo observada superioridade nos parametros motilidade total,
motilidade progressiva e integridade de membrana.

Assim, o0s espermatozoides epididimarios equinos apresentam grande
aplicacao na reproducao da espécie devido sua crioresisténcia (PAPA et al., 2008).
Contudo, uma maior otimizac&do destas células pode ser alcancado com novos
métodos de inseminacgdo, tais como a IA na extremidade do corno uterino e por
histeroscopia (ALVARENGA et al., 2017; FERNANDES, 2018). Ademais, estudos
que visem melhorar o armazenamento e transporte dos complexos testiculos-
epididimos sao crucias para viabilizar a recuperacao dos espermatozoides devido a
rapida degeneracao tecidual post mortem (JAMES et al., 2002).

41 CONSIDERACOES FINAIS

As diversas técnicas do processamento do s€émen agregam valor ainseminag¢ao
artificial, além de serem imprescindiveis para manutencao e/ou melhoria da qualidade
espermatica e assim, aumentar a eficiéncia da biotécnica. A refrigeragdo do sémen
equino j& comumente realizada nos planteis, permitindo o rapido transporte do
material genético. Mas, a atual necessidade do mercado de reproducao para esta
espécie € o desenvolvimento/aperfeicoamento dos protocolos de criopreservacéao
e para tanto, grande parte dos investimentos ocorre visando novas formulacdes de
extensores, bem como, técnicas de selecédo espermatica.

Ademais, vem-se ampliando o conhecimento sobre a recuperacdo e
manipulacéo dos espermatozoides epididimarios visto que € comum que garanhdes
de alto mérito genético sofram acidentes que inviabilizem a colheita do seu ejaculado,
ou mesmo, venham a 6bito precocemente. Neste pensamento, o emprego dos

espermatozoides epididimarios vem sendo almejado na industria reprodutiva.
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