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_ 

Resumo. A indústria equina tem cada vez mais ganhado destaque nas práticas esportivas como na geração de renda. 
O crescente interesse em equinos resultou no surgimento de biotecnologias que fornecem a solução para grande parte 
dos problemas reprodutivos. Diversas biotecnologias vêm sendo usadas na IA, entre elas a sexagem de 
espermatozoides pela citometria de fluxo, transferência de embriões (TE) associada ao sêmen sexado e o uso de 
sondas fluorescentes para observação de integridade de membrana plasmática, acrossomo e mitocôndrias do 
espermatozoide. O objetivo da revisão foi abordar algumas biotecnologias de impacto utilizadas na reprodução equina. 
Essas tecnologias têm contribuído no incremento do potencial genético de animais de interesse zootécnico, na 
preservação de material genético e bem como superar problemas de fertilidade.  
 Palavras-chave: Equino, biotecnologias, reprodução, sêmen.  
 
 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 AI, 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. 
Keywords: Equine, biotechnology, reproduction, semen.  
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Introdução   

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

De acordo com dados apresentados pela 
CNA (2006), a indústria equina mundial exerce 
importante papel como fonte geradora de renda e 
empregos. No Brasil, o rebanho efetivo é de cerca 
de 8,5 milhões de equinos e 1,2 milhões de muares 
e jumentos. Esse segmento agropecuário é 
responsável pela geração de 600 mil empregos 

diretos e 3,2 milhões de empregos indiretos. A IA 
em equinos vêm sendo cada vez mais praticada em 
todo o mundo, e a forma mais utilizada é através do 
sêmen resfriado e congelado (LOOMIS, 2006).  

O Brasil é o segundo país no mundo que 
usa a biotecnologia de sêmen congelado, ficando 
atrás apenas dos Estados Unidos (EUA) (PAPA et 
al., 2005). Na Europa, cavalos são em grande parte 
para trabalho agrícola, mas tem se tornado cada 
vez mais importante para os esportes e recreação. 
Esta medida é acompanhada por uma demanda por 
cavalos de esporte moderno. Raças que não 
conseguem se adaptar a essas necessidades, são 
substituídos por cavalos de esporte ou de raças 
destinadas especificamente em fins recreativos 
(Aurich e Aurich, 2006).  
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 O objetivo da revisão foi abordar algumas 
biotecnologias de impacto utilizadas na reprodução 
equina.  

 
 Citometria de fluxo 

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

A escolha do sexo dos animais está 
voltada principalmente para benefícios comerciais 
que são proporcionado. Nos equinos existe um 
interesse pela fêmea, estando ligada diretamente a 
prática esportiva do polo (Paranace, 2013). O uso 
da AI em equinos com sêmen sexado pelo método 
de citometria de fluxo proporciona eficiência de 
aproximadamente 90% (Samper, 2007).   

O uso do sêmen sexado com baixas doses 
de espermatozoides permitiria a utilização de 
garanhões com baixa qualidade seminal, sêmen 
congelado, podendo até reduzir a incidência de 
endometrites pós parto (Lindsey, 2001). O baixo 
número de espermatozoides sexados disponíveis é 
o maior fator limitante para competir com a IA 
convencional. As melhores taxas de gestação 
resultante de inseminação com baixas doses (20 x 
10

6
) de espermatozoides sexados em cavalos foram 

obtidos com a inseminação histeroscópica (Lindsey 
et al., 2005).  

O citômetro de fluxo SX MoFlo (Dako- 
Cytomation Inc., Fort Collins, CO, EUA), equipado 
com um laser de argônio 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 separação dos cromossomos X e Y é 
feito pela porcentagem de DNA (Ácido 
Desoxirribonucléico) que cada um apresenta, sendo 
que X apresenta cerca de 3,8%   mais DNA do que 
Y. O tratamento dos espermatozoides é feito pelo 
Hoechst 33342 que só se liga a membrana intacta 
de DNA (Mattioli et al., 1996, Arruda, 2000), quando 
exposto ao laser o cromossomo X brilha mais do 
que o Y pela sua maior quantidade de DNA.  

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

 O uso do sêmen sexado poderia 
aumentar os ganhos genéticos e ter importantes 
implicações para a produção comercial dos 
produtos de qualidade (Espinosa-Cervantes e 
Córdova-Izquierdo, 2012). A sexagem pela 

citometria de fluxo não causa danos a membrana 
plasmática, nem ao menos reação acrossomal, 
sendo semelhante ao sêmen convencional o 
número de espermatozoides sem reação 
acrossomal e membrana plasmática integra (Tanno, 
2009). 

  
 Sondas fluorescentes na avaliação espermática 

 O uso de sondas fluorescentes isoladas 
ou associadas a outras sondas permite a análise da 
integridade dos diversos componentes celulares, 
devido fazer marcações especificas e fazer a e a 
detecção de partes estruturais e funcionais (Arruda, 
2000; Caleghini, 2005; Arruda, 2007).  Dessa forma, 
a funcionalidade de organelas dos espermatozoides 
ou seus compartimentos têm sido monitorados por 
procedimentos específicos de coloração pelas 
sondas fluorescentes. (Arruda e Caleghini, 2003).   

Os espermatozoides possuem vários 
compartimentos dentro da membrana plasmática e 
da membrana mitocondrial. Essas membranas 
devem permanecer intactas e funcionais para 
permitir a competência celular, sendo essenciais à 
proteção, ao funcionamento celular e ao processo 
de fertilização (Arruda e Celeghini, 2003). 

 As inúmeras funções da membrana 
citoplasmática estão relacionadas ao metabolismo 
celular e manutenção da motilidade, capacitação, 
reação acrossomal, interações entre o 
espermatozoide e epitélio do trato genital da fêmea 
e interação com oócito (Peňa et al., 2005).  

De acordo com Peterson et al., (1974), 
uma das primeiras sondas usadas para a marcação 
da membrana plasmática em espermatozoides foi o 
iodeto de propídio (PI) no sêmen humano. O PI 
atravessa a membrana plasmática lesada, ligando-
se, porém, ao DNA do núcleo da célula emitindo 
fluorescência em vermelho (Garner et al., 1999; 
Arruda et al., 2005). Já a sond a Hoescht 33342 
atravessa a membrana intacta e se ao liga DNA 
nucleico, emitindo fluorescência azul. 

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

As sonda mais usada para alterações em 
acrossomo, é a aglutinina do Pisium sativum (PSA) 
(Cross et al., 1986).  Sendo encontrado em ervilhas, 
possuindo afinidades nas terminações α - D glucose 
e a resíduos de glicoproteínas α - D manose 
(Mendonza et al.,1992). Quando o FITC-PSA 
(lecitina fluorescinada conjugada com aglutinina da 
Pisum Sativum) é usado para a avaliação do 
acrossomo, os espermatozoides que possuem 
integridade acrossomal não são corados, por esta 
sonda não entrar em membrana acrossomal íntegra 
(Graham, 2001). Por outro lado, em células que 
apresentam, acrossomas danificados, o FITC-PSA 
entra em contato com o conteúdo acrossomal e se 
ligando e corando esta região (Graham, 2001) em 
verde amarelado fluorescente (Arruda et al., 2007; 
Celeghini et al., 2007). 
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As disfunções desta organela são 
responsáveis por uma grande variedade de 
problemas no funcionamento da mitocôndria podem 
ser um fator relacionado à infertilidade. A energia 
necessária para motilidade espermática é 
promovida pelas mitocôndrias localizadas na peça 
intermediária (Gravance et al., 2000). Estas 
produzem energia em forma de adenosina trifosfato 
(ATP) que é quebrada em moléculas de adenosina 
trifosfatase, liberando a energia necessária para a 
movimentação da cauda (Barth e Oko, 1989). 
Assim, qualquer mudança na função mitocondrial 
pode ser refletida na alteração da motilidade 
espermática (Gravance et al., 2000).  

A mitocôndria é uma organela presente 
em todos os tipos celulares, no caso dos 
espermatozóides, em que estão presentes na peça 
intermediária de forma helicoidal (Alberts et al., 
1999). As mitocôndrias são as principais células 
produtoras de energia oxidativa através da 
produção de ATP via cadeia de transporte de 
elétrons (Connell et al., 2002). O ATP é o 
suplemento energético para os batimentos 
flagelares, a hiper-ativação e a penetração do 
espermatozóide no oócito. Portanto, é indispensável 
que haja produção de ATP pelas mitocôndrias para 
haver motilidade espermática (Connell et al., 2002). 
Dentre os corantes que coram atividade 
mitocondrial, destaca-se a Rodamina 123, corando 
mitocôndrias funcionais (Graham et al., 1990. O 
corante a membrana permeante JC-1 (Iodeto de 5’5, 
6’6- tetracloro- 1,1’, 3,3’- 
tetraetilbenzimidazolilcarbocinina) é utilizado em 
estudos de apoptose mitocondrial para monitorizar a 
saúde. 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) 
 
Semên congelado 

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

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

A criopreservação do sêmen é uma 
dessas técnicas, que apresentam diversas 
vantagens que facilitam a produção. Sendo uma 
técnica aumenta a disponibilidade de 
espermatozoide de diversos garanhões, facilitando 
os trabalhos de reprodução assistida. Outras 
vantagens é a otimização do uso de garanhões com 
comprovada superioridade genética, com a 
possibilidade do armazenamento de sêmen, mesmo 
fora da estação de monta e a quebra das barreiras 

geográficas, que torna possível a remessa de 
sêmen para qualquer parte do mundo (Barreto et al., 
2008). 

A ocorrência de choque térmico induz a 
danos irreversíveis ao espermatozoide, sendo 
comum apresentarem padrões anormais de 
movimento, lesões de acrossomo, perda rápida de 
motilidade, danos na membrana plasmática e 
redução da sua atividade, metabólica, são danos 
causados durante processos de refrigeração feito de 
forma inadequada, e vai ocorrer quando a 
membrana plasmática do espermatozoide passa por 
transições de fases de estado liquido para estado 
de gel (Graham, 1996). 

O sêmen é refrigerado na temperatura de 
37 °C antes do processo de congelamento com o 
objetivo de reduzir os danos causados aos 
espermatozoides durante os processos de 
congelamento (Squires et al., 1999).  Quando ocorre 
o processo de congelamento lento, a água que esta 
extracelular vai congelar, o que leva à desidratação 
celular. Por outro lado, quando a célula é congelada 
rapidamente, não há perda de água, promovendo 
com isso, a formação de cristais de gelo intracelular 
(Mazur, 1985). Com isso vai ocorrer dificuldades na 
penetração de crioprotetores no meio (Graham, 
1996; Medeiros, 2002). 

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

Sob a temperatura de 5°C, a água intra e 
extracelular permanece super refrigerada e não 
cristaliza. No entanto, quando atinge as 
temperaturas de -5 e -10°C começam a se formar 
cristais, neste momento, a curva de congelamento 
deve ser lenta para evitar o congelamento da água 
intracelular, e rápida o suficiente para evitar o 
contato da célula desidratada com o meio 
hiperosmótico (Medeiros, 2002). A perda de água e 
a desidratação celular são eventos desejáveis, pois 
reduzem a probabilidade de formar cristais de gelo 
dentro da célula (Squires et al.,1999). 

De acordo com Graham (1996) diluidores 
utilizados na criopreservação do espermatozóide 
equino contêm em sua fórmula básica lipídeos ou 
lipoproteínas que protegem a célula contra as 
injúrias causadas pelo choque térmico. A maioria 
destes diluidores usam o glicerol, ou associação 
com um ou mais açúcares como crioprotetores. 
Outros componentes podem ser incluídos, tais como 
EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), 
detergentes, tampões para pH e antibióticos. O 
EDTA se liga aos íons de cálcio, impedindo a 
entrada do mesmo para o interior da célula, visto 
que o excesso de cálcio intracelular causa lesões 
das membranas espermáticas durante a etapa de 
resfriamento. A ciclodextrina tem sido relacionada 
com a melhor viabilidade espermática em diversas 
espécies (Oliveira, 2014).  
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O uso de vídeo endoscopia para 
visualização do trato reprodutivo de égua (Bracher e 
Allen, 1992), foi descrita como rápida a atraumática, 
e proporciona a deposição de baixo número de 
espermatozoides diretamente na junção útero 
tubárica (Morris et al. 2000). 

O endoscópio é guiado para o lado do 
corno uterino com folículo pré-ovulatório. Durante a 
passagem do endoscópio no útero deve-se ter 
cuidado para manter a orientação, e a localização 
deve se confirmada pelo reto fim do procedimento 
(Aurich e Aurich, 2006). A vantagem desta técnica 
está em poder utilizar pequenas doses de sêmen 
(Card, 2010).  
 
Transferência de embriões 

A transferência de embriões (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 
multiplicação de reservas genéticas superiores, para 
a preservação de raças exóticas ou em extinção e 
para a formação de rebanhos a partir de um número 
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 utilização 
desta técnica mundo junto a Argentina e Estados 
Unidos (Carmo, 2003), realizando em torno de 
3.500 transferências por ano, de acordo com dados 
da Sociedade Internacional de Transferência de 
Embriões – IETS (Carneiro, 2005). 

As principais candidatas à transferência de 
embriões são éguas mais velhas, que não tenham 
condições de manter uma gestação, e éguas de 
competição, quer seja em corridas, polo ou outros 
esportes. Os embriões geralmente são coletados 
através da lavagem do útero da égua doadora entre 
os dias 7 e 8 pós ovulação (Squires et al., 2003). 

Segundo Carnevale (2000), o 
equipamento para coleta do embrião mais 
amplamente utilizado pelos pesquisadores de 
embriões equinos é a pipeta de inseminação 
artificial. A avaliação das receptoras, anteriormente 
ao ato da transferência, é de suma importância, 
sendo uma de selecionar a égua mais adequada 
para receber o embrião. Tal seleção fundamenta-se 
nas concentrações plasmáticas de progesterona, 
naquele momento, contribuindo assim, para que 
estas apresentem as melhores condições 
reprodutivas. Então, por palpação deve-se observar 
a cérvix firme e fechada, aumento de tônus uterino.  
Além disso, não pode haver nenhuma evidência de 
dobras endometriais ou secreção uterina no exame 
ultrassonográfico. Administrando progesterona em 
receptoras equinas no período de D0 (dia da 
ovulação) a D5, possibilitaram a ovulação destas 
receptoras no D2, obtendo taxa de prenhez 
estatisticamente similar as éguas consideradas 
excelentes à para ovulação no D5. 

Para seleção da égua doadora deve ser 
considerado o seu histórico reprodutivo, a 
fertilidade, o valor potencial do potro resultante, e o 

número de gestações desejadas. (Vanderwall e 
Woods, 2007). A US transretal é um procedimento 
não invasivo recomendado no momento da seleção 
das receptoras, bem como no ato da transferência, 
cujo objetivo é avaliar as características uterinas e 
ovarianas, especialmente o corpo lúteo (Meira, 
2007). 

A sincronização do estro e da ovulação 
permite que éguas sejam cobertas ou inseminadas 
artificialmente em um período pré-determinado. A 
principal aplicação da sincronização do estro e da 
ovulação em éguas e na transferência de embriões, 
quando a ovulação da égua receptora deve ocorrer 
um dia antes a dois dias após a ovulação da égua 
doadora (Squires, 1993). Os estros e ovulações 
entre doadoras e receptoras, podem ser 
sincronizados. A utilização da prostaglandina é 
usada na sincronização do cio (Meira, 2007). 

A melhor forma para a indução da 
ovulação é através da detecção do desenvolvimento 
e tamanho do folículo através da ultrassom 
transretal, induzindo-se a ovulação quando o 
folículo atinge em torno de 35 mm (Palmer, 1993). 
Os tratamentos podem ser associados hCG ou 
GnRH, objetivando-se um melhor índice de 
sincronização das ovulações entre doadoras e 
receptoras (Meira, 2007).  

Os melhores resultados prenhez utilizando 
sêmen sexado de garanhões associados a 
transferência de embriões obteve eficiência de 
gestação de 39% (Panarace et al., 2013). 
 
 Discussão  

A inseminação com baixa dose de 
espermatozoides podem permanecer restritas para 
alguns garanhões 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 comercialização de sêmen sexado equino em 
comparação com o bovino (Morris, 2005). Esta 
baixa eficácia pode ser atribuída as baixas taxas de 
sexagem, a exigência de inseminar com altas 
doses, e baixa resolução entre cromossomos X e Y. 
A inseminação histeroscópica pode ser feita com 
baixas doses, e apresenta bons resultados (Lindsey, 
2001; Morris, 2005). 

Para que a inseminação artificial possa 
apresentar melhores resultados na espécie equina, 
é necessário conhecer aspectos relacionados à 
fisiologia da célula espermática e à melhoria dos 
testes aplicados para analisar a viabilidade dos 
espermatozóides submetidos ao processo de 
congelação e descongelação, e avaliar os danos 
causados ao espermatozoide que podem levar a 
redução de fertilidade (Arruda, 2001). O uso de 
diluentes à base de leite desnatado durante a 
incubação tem sido apontado como causa de 
problemas durante o processo de sexagem (Morris, 
2005). A utilização do leite desnatado pode interferir 
na excitação do laser na passagem da luz pelos 
detectores da amostra corada com Hoechst 33342 
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(Johnson, 1999). É preciso a realização de mais 
estudos para desenvolvimento de técnicas de 
congelamento de espermatozoides sexados 
(Lindsey, 2001). No entanto Lindsey (2000), obteve 
melhores resultados de prenhez com inseminação 
histeroscópica do que a inseminação uterina 
profunda guiada por ultrassom. 

O desenvolvimento dos métodos de 
coloração empregando corantes supravitais e 
fluorescentes aumentaram a possibilidade de uma 
análise mais criteriosa da integridade estrutural dos 
espermatozoides. Os corantes supravitais não são 
eficientes em análise de sêmen congelado, devido 
existir interferência causada pelo glicerol no 
processo de coloração (Garner et al., 1999). 

Biotécnicas aplicadas à avaliação do 
potencial de fertilidade do sêmen equino como as 
sondas fluorescentes vêm sendo utilizados 
isoladamente ou em combinação para determinar a 
integridade e a viabilidade celular (Caleghini, 2005; 
Arruda, 2007). As sondas possuem a capacidade de 
se ligar a pontos específicos das células, permitindo 
diagnóstico mais fácil e correto de acordo com as 
caracteristicas físicas observados no microscópio de 
epifluorescência ou citometria de fluxo (Caleghini, 
2005) 

 
Considerações finais 

O uso de técnicas como semen sexado, 
sondas fluorescentes são técnicas caras, e mais 
limitada ao ambiente de pesquisa. É preciso ter 
biotécnicas eficientes para avaliação espermática 
com custo acessivel, associado a um bom 
planejamento de reprodução. 
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