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Resumo. A indUstria equina tem cada vez mais ganhado destaque nas praticas esportivas como na geragao de renda.
O crescente interesse em equinos resultou no surgimento de biotecnologias que fornecem a solucdo para grande parte
dos problemas reprodutivos. Diversas biotecnologias vém sendo usadas na IA, entre elas a sexagem de
espermatozoides pela citometria de fluxo, transferéncia de embrides (TE) associada ao sémen sexado e 0 uso de
sondas fluorescentes para observacdo de integridade de membrana plasmatica, acrossomo e mitocondrias do
espermatozoide. O objetivo da reviséo foi abordar algumas biotecnologias de impacto utilizadas na reprodugéo equina.
Essas tecnologias tém contribuido no incremento do potencial genético de animais de interesse zootécnico, na
preservacéo de material genético e bem como superar problemas de fertilidade.

Palavras-chave: Equino, biotecnologias, reproducéo, sémen.

Abstract. The equine industry is increasingly gaining prominence in sports and in generating income. The growing
interest in horses resulted in the emergence of biotechnologies that provide the solution for most reproductive problems.
Several biotechnology have been used in Al, including the sperm sexing by flow cytometry, embryo transfer (ET)
associated with sexed semen and the use of fluorescent probes for observation of plasma membrane integrity, acrosome
and sperm mitochondria. The purpose of the review was to address some impact of biotechnologies used in equine
reproduction. These technologies have contributed in increasing the genetic potential of animals of zootechnical interest,
the preservation of genetic material and as well as overcome fertility problems.
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Introducéo

A inseminacao artificial (IA) € uma das
biotécnicas da reprodugdo mais importantes e
utilizadas visando o melhoramento genético (Ax et
al., 2000). Dadas as vantagens proporcionadas pela
inseminacdo artificial, esta talvez seja a
biotecnologia com maior impacto na producéo
equina, pois um reprodutor pode deixar um grande
ndmero de descendentes ao longo de sua vida
reprodutiva (Arruda, 2000).

De acordo com dados apresentados pela
CNA (2006), a industria equina mundial exerce
importante papel como fonte geradora de renda e
empregos. No Brasil, o rebanho efetivo é de cerca
de 8,5 milhGes de equinos e 1,2 milhdes de muares
e jumentos. Esse segmento agropecuario €
responsavel pela geracdo de 600 mil empregos
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diretos e 3,2 milhdes de empregos indiretos. A 1A
em equinos vém sendo cada vez mais praticada em
todo o mundo, e a forma mais utilizada é através do
sémen resfriado e congelado (LOOMIS, 2006).

O Brasil é o0 segundo pais no mundo que
usa a biotecnologia de sémen congelado, ficando
atras apenas dos Estados Unidos (EUA) (PAPA et
al., 2005). Na Europa, cavalos sdo em grande parte
para trabalho agricola, mas tem se tornado cada
vez mais importante para os esportes e recreagao.
Esta medida é acompanhada por uma demanda por
cavalos de esporte moderno. Ragas que nao
conseguem se adaptar a essas necessidades, sao
substituidos por cavalos de esporte ou de racas
destinadas especificamente em fins recreativos
(Aurich e Aurich, 2006).
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O objetivo da reviséo foi abordar algumas
biotecnologias de impacto utilizadas na reprodugéo
equina.

Citometria de fluxo

Na década de 80, pesquisadores do
Departamento de Agricultura (USDA)
desenvolveram a tecnologia do sémen sexado
(Johnson et al.,, 1987; Johnson et al., 1989). A
comercializagcdo de sémen sexado nos EUA iniciou
no ano de 2003, pela Empresa Sexing Technologies
de Novasota, Texas. A Sexing Technologies possui
atualmente laboratérios em todos os principais
centros de IA nos EUA e no Canada, com
operacBes adicionais no Brasil e na Holanda
(Garner, 2006).

A escolha do sexo dos animais esta
voltada principalmente para beneficios comerciais
que sdo proporcionado. Nos equinos existe um
interesse pela fémea, estando ligada diretamente a
pratica esportiva do polo (Paranace, 2013). O uso
da Al em equinos com sémen sexado pelo método
de citometria de fluxo proporciona eficiéncia de
aproximadamente 90% (Samper, 2007).

O uso do sémen sexado com baixas doses
de espermatozoides permitiia a utilizacdo de
garanhdes com baixa qualidade seminal, sémen
congelado, podendo até reduzir a incidéncia de
endometrites pds parto (Lindsey, 2001). O baixo
namero de espermatozoides sexados disponiveis é
0 maior fator limitante para competir com a IA
convencional. As melhores taxas de gestacdo
resultante de inseminacdo com baixas doses (20 x
10°% de espermatozoides sexados em cavalos foram
obtidos com a inseminacado histeroscépica (Lindsey
et al., 2005).

O citbmetro de fluxo SX MoFlo (Dako-
Cytomation Inc., Fort Collins, CO, EUA), equipado
com um laser de argbnio UV (comprimento de onda
de 351 a 150 mW), foi modificado especialmente
para triagem de espermatozoides (Johnson e
Welch, 1999). Garner et al., (1983) afirmou que o
processo de separacdo dos cromossomos X e Y €
feito pela porcentagem de DNA (Acido
Desoxirribonucléico) que cada um apresenta, sendo
gue X apresenta cerca de 3,8% mais DNA do que
Y. O tratamento dos espermatozoides é feito pelo
Hoechst 33342 que s6 se liga a membrana intacta
de DNA (Mattioli et al., 1996, Arruda, 2000), quando
exposto ao laser o cromossomo X brilha mais do
gue o Y pela sua maior quantidade de DNA.

Os espermatozoides passam em fila Unica
pela placa com laser separador, existe uma carga
elétrica positiva ou negativa, a qual vai separar de
acordo com a intensidade de fluorescéncia que o
espermatozoide vai emitir, os espermatozdides sao
impulsionadas por meio do sistema em velocidades
de aceleracao de 90 km/h (Garner, 2006).

O uso do sémen sexado poderia
aumentar os ganhos genéticos e ter importantes
implicagbes para a producdo comercial dos
produtos de qualidade (Espinosa-Cervantes e
Cérdova-lzquierdo, 2012). A sexagem pela
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citometria de fluxo ndo causa danos a membrana
plasmatica, nem ao menos reacdo acrossomal,
sendo semelhante ao sémen convencional o
namero de espermatozoides sem reacao
acrossomal e membrana plasmaética integra (Tanno,
20009).

Sondas fluorescentes na avaliagdo espermatica

O uso de sondas fluorescentes isoladas
ou associadas a outras sondas permite a analise da
integridade dos diversos componentes celulares,
devido fazer marcacdes especificas e fazer a e a
deteccdo de partes estruturais e funcionais (Arruda,
2000; Caleghini, 2005; Arruda, 2007). Dessa forma,
a funcionalidade de organelas dos espermatozoides
ou seus compartimentos tém sido monitorados por
procedimentos especificos de coloracdo pelas
sondas fluorescentes. (Arruda e Caleghini, 2003).

Os espermatozoides possuem varios
compartimentos dentro da membrana plasmatica e
da membrana mitocondrial. Essas membranas
devem permanecer intactas e funcionais para
permitir a competéncia celular, sendo essenciais a
protecdo, ao funcionamento celular e ao processo
de fertilizacdo (Arruda e Celeghini, 2003).

As indmeras funcbes da membrana
citoplasmatica estdo relacionadas ao metabolismo
celular e manutencdo da motilidade, capacitacéo,
reacao acrossomal, interacdes entre 0
espermatozoide e epitélio do trato genital da fémea
e interacdo com odcito (Peria et al., 2005).

De acordo com Peterson et al.,, (1974),
uma das primeiras sondas usadas para a marcacao
da membrana plasmatica em espermatozoides foi o
iodeto de propidio (PI) no sémen humano. O PI
atravessa a membrana plasmaética lesada, ligando-
se, porém, ao DNA do nucleo da célula emitindo
fluorescéncia em vermelho (Garner et al., 1999;
Arruda et al., 2005). JA4 a sond a Hoescht 33342
atravessa a membrana intacta e se ao liga DNA
nucleico, emitindo fluorescéncia azul.

O acrossomo é uma estrutura de dupla
parede, situada na cabeca do espermatozoide
(Garner e Hafez, 2004). Nele estdo contidas as
enzimas acrossomais que sdo cruciais para que
ocorra a fertilizacéo (Silva e Gadella, 2006).

As sonda mais usada para alteragfes em
acrossomo, € a aglutinina do Pisium sativum (PSA)
(Cross et al., 1986). Sendo encontrado em ervilhas,
possuindo afinidades nas terminagdes a - D glucose
e a residuos de glicoproteinas a - D manose
(Mendonza et al.,1992). Quando o FITC-PSA
(lecitina fluorescinada conjugada com aglutinina da
Pisum Sativum) é usado para a avaliagdo do
acrossomo, 0s espermatozoides que possuem
integridade acrossomal ndo sdo corados, por esta
sonda ndo entrar em membrana acrossomal integra
(Graham, 2001). Por outro lado, em células que
apresentam, acrossomas danificados, o FITC-PSA
entra em contato com o contetdo acrossomal e se
ligando e corando esta regido (Graham, 2001) em
verde amarelado fluorescente (Arruda et al., 2007;
Celeghini et al., 2007).
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As disfungBes desta organela séo
responsaveis por uma grande variedade de
problemas no funcionamento da mitocéndria podem
ser um fator relacionado a infertilidade. A energia
necessaria para motilidade espermética é
promovida pelas mitocondrias localizadas na peca
intermediaria (Gravance et al., 2000). Estas
produzem energia em forma de adenosina trifosfato
(ATP) que é quebrada em moléculas de adenosina
trifosfatase, liberando a energia necessaria para a
movimentacdo da cauda (Barth e Oko, 1989).
Assim, qualguer mudanca na funcdo mitocondrial
pode ser refletida na alteracio da motilidade
espermatica (Gravance et al., 2000).

A mitocdndria € uma organela presente
em todos os tipos celulares, no caso dos
espermatozéides, em que estido presentes na peca
intermediaria de forma helicoidal (Alberts et al.,
1999). As mitocbndrias sdo as principais células
produtoras de energia oxidativa através da
producdo de ATP via cadeia de transporte de
elétrons (Connell et al., 2002). O ATP ¢é o
suplemento energético para o0s batimentos
flagelares, a hiper-ativacdo e a penetracdo do
espermatozéide no odcito. Portanto, € indispensavel
gue haja producdo de ATP pelas mitocondrias para
haver motilidade espermatica (Connell et al., 2002).
Dentre o0s corantes que coram atividade
mitocondrial, destaca-se a Rodamina 123, corando
mitocéndrias funcionais (Graham et al., 1990. O
corante a membrana permeante JC-1 (lodeto de 5’5,
6'6- tetracloro- 1,1, 3,3-
tetraetilbenzimidazolilcarbocinina) € utilizado em
estudos de apoptose mitocondrial para monitorizar a
saude. O corante JC-1 pode ser utilizado como um
indicador do potencial de membrana mitocondrial
em uma variedade de tipos de células (Reers et al.,
1991)

Semén congelado

O sémen congelado possui baixas taxas
de fertilidade quando comparado ao sémen fresco e
refrigerado (Vidament, 2005). A diminuicdo da taxa
de fertilidade observada ap6s o processo de
congelamento e descongelamento esté relacionada,
principalmente, aos danos causados ao
funcionamento e as estruturas das membranas dos
espermatozoides (Parks e Graham, 1992).

Entretanto, a dificuldade de se obter uma
avaliacdo de forma precisa da fertilidade do sémen
equino é um fator limitante para o desenvolvimento
de novas tecnologias de criopreservacdo do
espermatozoide (Allen, 2005).

A criopreservacdo do sémen é uma
dessas técnicas, que apresentam diversas
vantagens que facilitam a produc¢do. Sendo uma
técnica aumenta a disponibilidade de
espermatozoide de diversos garanhdes, facilitando
os trabalhos de reproducdo assistida. Outras
vantagens é a otimizacdo do uso de garanhfes com
comprovada superioridade genética, com a
possibilidade do armazenamento de sémen, mesmo
fora da estacdo de monta e a quebra das barreiras
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geogréficas, que torna possivel a remessa de
sémen para qualquer parte do mundo (Barreto et al.,
2008).

A ocorréncia de choque térmico induz a
danos irreversiveis ao espermatozoide, sendo
comum apresentarem padrdes anormais de
movimento, lesdes de acrossomo, perda rapida de
moatilidade, danos na membrana plasmatica e
reducdo da sua atividade, metabdlica, sdo danos
causados durante processos de refrigeragéo feito de
forma inadequada, e vai ocorrer quando a
membrana plasmatica do espermatozoide passa por
transicdes de fases de estado liquido para estado
de gel (Graham, 1996).

O sémen é refrigerado na temperatura de
37 °C antes do processo de congelamento com o
objetivo de reduzir os danos causados aos
espermatozoides durante 0s processos de
congelamento (Squires et al., 1999). Quando ocorre
0 processo de congelamento lento, a 4gua que esta
extracelular vai congelar, o que leva a desidratacao
celular. Por outro lado, quando a célula é congelada
rapidamente, ndo ha perda de agua, promovendo
com isso, a formacéo de cristais de gelo intracelular
(Mazur, 1985). Com isso vai ocorrer dificuldades na
penetracdo de crioprotetores no meio (Graham,
1996; Medeiros, 2002).

E preciso fazer curvas de congelamento
adequadas com o objetivo de reduzir a formacao de
cristais de gelo. Esse cuidado em relacédo as curvas
€ importante porque o espermatozoide atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelamento do
meio (Squires et al., 1999).

Sob a temperatura de 5°C, a agua intra e
extracelular permanece super refrigerada e nao
cristaliza. No entanto, quando atinge as
temperaturas de -5 e -10°C comecam a se formar
cristais, neste momento, a curva de congelamento
deve ser lenta para evitar o congelamento da agua
intracelular, e rapida o suficiente para evitar o
contato da célula desidratada com o meio
hiperosmotico (Medeiros, 2002). A perda de agua e
a desidratacéo celular sdo eventos desejaveis, pois
reduzem a probabilidade de formar cristais de gelo
dentro da célula (Squires et al.,1999).

De acordo com Graham (1996) diluidores
utilizados na criopreservacdo do espermatozoide
equino contém em sua férmula bésica lipideos ou
lipoproteinas que protegem a célula contra as
injurias causadas pelo choque térmico. A maioria
destes diluidores usam o glicerol, ou associacao
com um ou mais acglcares como crioprotetores.
Outros componentes podem ser incluidos, tais como
EDTA (acido etilenodiaminotetracético),
detergentes, tampbes para pH e antibiéticos. O
EDTA se liga aos ions de célcio, impedindo a
entrada do mesmo para o interior da célula, visto
gue o excesso de calcio intracelular causa lesbes
das membranas espermaticas durante a etapa de
resfriamento. A ciclodextrina tem sido relacionada
com a melhor viabilidade espermatica em diversas
espécies (Oliveira, 2014).
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O uso de video endoscopia para
visualizacao do trato reprodutivo de égua (Bracher e
Allen, 1992), foi descrita como rapida a atraumética,
e proporciona a deposicdo de baixo numero de
espermatozoides diretamente na jungdo Utero
tubérica (Morris et al. 2000).

O endoscoépio é guiado para o lado do
corno uterino com foliculo pré-ovulatorio. Durante a
passagem do endoscopio no Utero deve-se ter
cuidado para manter a orientacdo, e a localizagédo
deve se confirmada pelo reto fim do procedimento
(Aurich e Aurich, 2006). A vantagem desta técnica
estd em poder utilizar pequenas doses de sémen
(Card, 2010).

Transferéncia de embrides

A transferéncia de embrides (TE) em
equinos é uma técnica recente, a qual permite que
éguas de grande valor genético tenham mais de um
potro por ano (Squires, 2003). Especialmente em
equinos, a TE pode contribuir decisivamente para a
multiplicacdo de reservas genéticas superiores, para
a preservacado de racas exéticas ou em extingcdo e
para a formacdo de rebanhos a partir de um nimero
reduzido de animais superiores (Arruda et al., 2001).

No Brasil a TE é realizada desde dos anos
80, e hoje ocupa lugar de destaque na utilizacdo
desta técnica mundo junto a Argentina e Estados
Unidos (Carmo, 2003), realizando em torno de
3.500 transferéncias por ano, de acordo com dados
da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides — IETS (Carneiro, 2005).

As principais candidatas a transferéncia de
embrides sdo éguas mais velhas, que ndo tenham
condicdes de manter uma gestacdo, e éguas de
competicdo, quer seja em corridas, polo ou outros
esportes. Os embrides geralmente sdo coletados
através da lavagem do Utero da égua doadora entre
os dias 7 e 8 pos ovulagdo (Squires et al., 2003).

Segundo Carnevale (2000), 0
equipamento para coleta do embrido mais
amplamente utilizado pelos pesquisadores de
embries equinos é a pipeta de inseminacgédo
artificial. A avaliagdo das receptoras, anteriormente
ao ato da transferéncia, é de suma importancia,
sendo uma de selecionar a égua mais adequada
para receber o embrido. Tal selecdo fundamenta-se
nas concentracbes plasmaticas de progesterona,
naquele momento, contribuindo assim, para que
estas apresentem as melhores condicdes
reprodutivas. Entéo, por palpacdo deve-se observar
a cérvix firme e fechada, aumento de tdnus uterino.
Além disso, ndo pode haver nenhuma evidéncia de
dobras endometriais ou secre¢ao uterina no exame
ultrassonogréafico. Administrando progesterona em
receptoras equinas no periodo de DO (dia da
ovulagdo) a D5, possibilitaram a ovulacdo destas
receptoras no D2, obtendo taxa de prenhez
estatisticamente similar as éguas consideradas
excelentes a para ovula¢@o no D5.

Para selecdo da égua doadora deve ser
considerado o seu  histérico reprodutivo, a
fertilidade, o valor potencial do potro resultante, e o
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namero de gestacdes desejadas. (Vanderwall e
Woods, 2007). A US transretal é um procedimento
ndo invasivo recomendado no momento da selecéo
das receptoras, bem como no ato da transferéncia,
cujo objetivo € avaliar as caracteristicas uterinas e
ovarianas, especialmente o corpo liteo (Meira,
2007).

A sincronizag&do do estro e da ovulagdo
permite que éguas sejam cobertas ou inseminadas
artificialmente em um periodo pré-determinado. A
principal aplicagdo da sincronizacdo do estro e da
ovulacdo em éguas e na transferéncia de embrides,
guando a ovulacdo da égua receptora deve ocorrer
um dia antes a dois dias ap6és a ovulacdo da égua
doadora (Squires, 1993). Os estros e ovulacdes
entre doadoras e receptoras, podem ser
sincronizados. A utilizacdo da prostaglandina é
usada na sincronizac¢do do cio (Meira, 2007).

A melhor forma para a indugdo da
ovulagéo é através da deteccdo do desenvolvimento
e tamanho do foliculo através da ultrassom
transretal, induzindo-se a ovulagdo quando o
foliculo atinge em torno de 35 mm (Palmer, 1993).
Os tratamentos podem ser associados hCG ou
GnRH, objetivando-se um melhor indice de
sincronizagdo das ovulagbes entre doadoras e
receptoras (Meira, 2007).

Os melhores resultados prenhez utilizando
sémen sexado de garanhdes associados a
transferéncia de embriGes obteve eficiéncia de
gestacédo de 39% (Panarace et al., 2013).

Discusséo

A inseminacdo com baixa dose de
espermatozoides podem permanecer restritas para
alguns garanhfes e também a programas de
melhoramento genético (Aurich e Aurich, 2006).

A menor fertilidade ligada  aos
espermatozoides sexados pelo método de
citometria de fluxo foi um dos fatores que atrasaram
a comercializacdo de sémen sexado equino em
comparagdo com o bovino (Morris, 2005). Esta
baixa eficicia pode ser atribuida as baixas taxas de
sexagem, a exigéncia de inseminar com altas
doses, e baixa resolucéo entre cromossomos X e Y.
A inseminacdo histeroscopica pode ser feita com
baixas doses, e apresenta bons resultados (Lindsey,
2001; Morris, 2005).

Para que a inseminacéo artificial possa
apresentar melhores resultados na espécie equina,
€ necessario conhecer aspectos relacionados a
fisiologia da célula espermatica e a melhoria dos
testes aplicados para analisar a viabilidade dos
espermatozéides submetidos ao processo de
congelacdo e descongelagdo, e avaliar os danos
causados ao espermatozoide que podem levar a
reducdo de fertilidade (Arruda, 2001). O uso de
diluentes a base de leite desnatado durante a
incubacdo tem sido apontado como causa de
problemas durante o processo de sexagem (Morris,
2005). A utilizacao do leite desnatado pode interferir
na excitacdo do laser na passagem da luz pelos
detectores da amostra corada com Hoechst 33342
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(Johnson, 1999). E preciso a realizagdo de mais
estudos para desenvolvimento de técnicas de
congelamento de  espermatozoides sexados
(Lindsey, 2001). No entanto Lindsey (2000), obteve
melhores resultados de prenhez com inseminacdo
histeroscépica do que a inseminacdo uterina
profunda guiada por ultrassom.

O desenvolvimento dos métodos de
coloragdo empregando corantes supravitais e
fluorescentes aumentaram a possibilidade de uma
andlise mais criteriosa da integridade estrutural dos
espermatozoides. Os corantes supravitais ndo sdo
eficientes em analise de sémen congelado, devido
existir interferéncia causada pelo glicerol no
processo de coloracdo (Garner et al., 1999).

Biotécnicas aplicadas a avaliacdo do
potencial de fertilidade do sémen equino como as
sondas fluorescentes vém sendo utilizados
isoladamente ou em combinacdo para determinar a
integridade e a viabilidade celular (Caleghini, 2005;
Arruda, 2007). As sondas possuem a capacidade de
se ligar a pontos especificos das células, permitindo
diagnostico mais facil e correto de acordo com as
caracteristicas fisicas observados no microscépio de
epifluorescéncia ou citometria de fluxo (Caleghini,
2005)

Consideracdes finais

O uso de técnicas como semen sexado,
sondas fluorescentes sd@o técnicas caras, e mais
limitada ao ambiente de pesquisa. E preciso ter
biotécnicas eficientes para avaliagdo espermatica
com custo acessivel, associado a um bom
planejamento de reproducéao.
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