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RESUMO: As biotecnologias da reproducéo existem como uma importante ferramenta da equideocultura, como
um caminho direto para o melhoramento genético. A avaliacdo seminal deve ser realizada com o objetivo de se
determinar a qualidade do ejaculado do garanhdo. Objetivou-se com este estudo coletar e analisar
macroscopicamente e microscopicamente o sémen de um equino da raga crioula. A metologia empregada para
colheita do sémen foi utilizando uma vagina artificial, posteriormente foi realizada uma anélise microscépica do
sémen para verificacdo da qualidade do mesmo. Conforme os resultados obtidos, o sémen analisado apresentou-
se abaixo do padrdo esperado.
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ABSTRACT: Reproduction biotechnology exists as an important equideoculture tool, as a direct path of genetic
improvement. The seminal evaluation should be performed with the purpose of determining the quality of the
ejaculate of the stallion. The objective of this study was to collect and analyze macroscopically and microscopically
the semen of an equine of the Creole breed. The method used to collect the semen was that of an artificial vagina,
after which a microscopic analysis of the semen was performed to verify the quality of the semen. According to
the results obtained, the semen analyzed was below the expected standard.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o rebanho efetivo de equinos é de aproximadamente 8,5 milhdes. A producéo
equina mundial exerce importante papel como fonte geradora de empregos. A equideocultura
no pais é responsavel pela geracdo de 600 mil empregos diretos e 3,2 milhdes de empregos
indiretos (CNA, 2006). A importancia da reproducdo na criacdo de equinos é porque nao ha
equideocultura sem a mesma.

As funcdes reprodutivas do macho abrangem a formacéo de esperma e sua deposicao
na fémea. Os espermatozdides sdo produzidos nos tabulos seminiferos dos testiculos e logo
depois transportados para o epididimo, onde sdo armazenados e maturados. A producdo de
espermatozoides € um processo continuo. (REECE,2006 )

As biotecnologias da reproducdo existem como uma importante ferramenta da
equideocultura, como um caminho direto para 0 melhoramento genético.

A avaliacdo seminal deve ser realizada com o objetivo de se determinar a qualidade do
ejaculado do garanhdo. Sdo avaliados parametros macroscopicos e microscopicos. Dentre 0s
macroscopicos pode-se citar o volume e o aspecto e dentre 0s microscopicos citam-se a
motilidade espermatica, vigor e as patologias maiores e menores (LUCENA et.al 2014).

Tendo em vista as vantagens obtidas por quem utiliza este recurso de inseminacgao
artificial, esta biotecnologia tem maior impacto na producao equina, pois apenas um ejaculado
pode dar origem a muitos descendentes.

A inseminacdo artificial em equinos é altamente praticada em todo o mundo, e a maneira
mais comum de ser usada é mediante o resfriamento seminal e posterior transporte. (LOOMIS,
2006).

O transporte de sémen resfriado equino, ndo € realmente um fato atual, podendo até
mesmo ter sido responsavel pela primeira citacdo na literatura, onde a inseminacao artificial
nos animais domesticos, séo relatados em textos arabes no ano de 1322, quando um chefe
determinou que coletassem sémen de um garanhdo de uma tribo rival para realizar a
inseminacdo de uma de suas éguas (DAVIES-MOREL, 1999).

No mundo, os paises que mais realizam inseminacdo artificial com sémen resfriado
transportado sdo Estados Unidos e Brasil (PAPA et al., 2005).

A inseminacdo artificial pode ser realizada tendo diferentes formas de processamento

do sémen: in natura; diluido, diluido transportado; diluido resfriado transportado e congelado.

Projeto de Aperfeicoamento Teorico e Pratico — Bagé — RS — Brasil 2



INSTITUTO DE DESENVOLVIMENTO X W
EDUCACIONAL DE BAGE PATP MOSTRADE
FACULDADES IDEAU PROJETD DE RPERFEICORMERTL ||| AC AQ CIENTIFICA

Mostra de Criacdo e Inovagao

Porém cada um dos métodos de processamento tem suas vantagens, desvantagens e indicacfes
(CARVALHO, 1992).

Independente da técnica utilizada, o sémen deve ser colhido, avaliado e processado.
Outros métodos para a colheita de sémen de garanhdes seria a utilizacdo de um preservativo de
latex especial, a colheita por manipulacdo do pénis com auxilio de compressas aquecidas e a
manipulacdo medicamentosa, mas o método mais atualizado e atual é utilizando é a vagina
artificial fechada. Em casos especiais utiliza-se a vagina artificial aberta, que tem como
finalidade a colheita de sémen fracionada. (TRISCHNER, 1979; BOCHIO 2006).

Objetivou-se com esse projeto coletar e analisar macroscopicamente e
microscopicamente 0 sSémen de um equino da raca crioula, sendo os parametros analisados, cor,
densidade, vigor espermatico, motilidade total, motilidade progressiva, ndmero de
espermatozoides por ml, numero total de espermatozoides, integridade da membrana

citoplasmatica e patologia espermatica.

2 DESENVOLVIMENTO
Nesta parte do trabalho, sera detalhado o referencial teérico, a metodologia empregada
e os resultados encontrados. Contém a exposicao ordenada e pormenorizada do assunto tratado

do estudo.

2.1 REFERENCIAL TEORICO

Desde o inicio do século, cientistas tém buscado desenvolver métodos laboratoriais para
aprimorar a qualidade e do sémen. Porém, estes objetivos ainda ndo foram alcancados, uma vez
gue a maior parte dos problemas estdo nos diferentes atributos que o espermatozéide deve
possuir para fertilizar o ovécito, e em como a fertilizacdo é definida. No entanto, nenhum teste
isolado é capaz de predizer a qualidade de uma amostra de sémen, mas 0 exame de Vvarias
caracteristicas pode determinar uma maior fertilidade potencial (ARRUDA, 2000; ARRUDA
et al., 2004, 2005, 20064, b).

A utilizacdo da ténica de manequim para realizar a colheita é a forma mais segura para
0 garanhdo, para a égua e para 0 médico veterinario, ela consiste em o garanhdo subir no
manequim ao invez de subir na égua (BOCHIO, 2006).

A vagina artificial que é um instrumento que simula as condi¢des anatdbmicas normais

da vagina de uma égua, para a colheita de sémen dos garanhdes, havendo diversos modelos,
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sendo ela composta por um tubo rigido com valvula, mucosa de borracha, cone flexivel e tubo
de colheita, recoberto por capa de térmica. A temperatura interna da vagina artificial deve
estar entre 39 e 42°C (BOCHIO, 2006; FREITAS, 2017).

Existem vérios tipos de vaginas artificiais fechadas como: Hanover, Colorado, Botucatu,
Nishikawa ou Japonesa, Missouri, entre outros, sendo que as mais utilizadas em todo territorio
nacional sdo o modelo aleméo (Hanover), seguido pelo modelo brasileiro Botucatu (SAMPER,
2007).

Segundo o autor citado a cima, outra modalidade de colheita, utilizada em casos de o
garanhdo apresentar incapacidade de monta ou disfungdo comportamental, utiliza-se a
combinacéo de dois farmacos, iminaprina e xilazina para a obtencdo do ejaculado, obtendo-se
sucesso razoavel de 30 a 50%.

Ap0s a colheita é importante que se realize a separacdo da fragdo gelatinosa do ejaculado
da fracdo rica em espermatozoides, uma vez que esta primeira apresenta efeitos nocivos a célula
espermatica. Para isso, o procedimento mais utilizado é a filtragem, que permite a retencéo da
fracdo gelatinosa, parte dos contaminantes bacterianos, além de sujidades (elementos estranhos)
presentes no sémen. A filtragem é realizada através do acoplamento de um filtro ao copo coletor
de sémen, ou realizada imediatamente ap6s sua coleta (SQUIRES et al., 1999).

Apds a separacdo das fracdes, 0 sémen deve ser avaliado quanto ao volume da fracdo
rica em espermatozoides e quanto a coloracdo seminal. Para o garanhdo, o normal é a coloracéo
branca acinzentada e havendo qualquer alteracdo na cor, pode indicar processo patoldgico ou
simplesmente contaminagdo com urina, e/ou sujidades (LOVE, 2007).

Para que o espermatozoide seja metabdlico a presenca de membranas integras é
indispensavel para que os eventos relacionados ao processo de fertilizacdo, como a capacitacdo
espermatica, penetracdo nos revestimentos do ovdcito, ligacdo a zona pelicida e fusdo com o
oolema possam ocorrer (YANAGIMACHI, 1994; RODRIGUEZ et al., 1997; ARRUDA et al.,
2004, 2006b).

A motilidade, a concentragdo e a morfologia esperméaticas sdo as principais
caracteristicas avaliadas nas amostras de sémen. Normalmente, a motilidade espermatica é
estimada em analise do sémen entre lamina e laminula, enquanto as anormalidades espermaticas
sdo avaliadas em esfregacos corados. Ambas as técnicas sdo realizadas sob uso de microscopia
Optica. Entretanto, estudos apontam que este tipo de analise é imprecisa, mesmo quando

executada por investigadores experientes, as analises séo influenciadas por uma alta variacao
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entre observacgdes e observadores. Esta imprecisao acontece, em parte, da natureza subjetiva
dos testes usados, da variabilidade entre técnicos e das diferencas na implementacéo de padrdes
para a avaliacdo (ARRUDA, 2000; ARRUDA et al., 2004, 2005, 2006b, CELEGHINI, 2005).

A motilidade espermatica € um dos principais métodos de avaliacdo da preservacao de
espermatozdides e constitui um elemento importante na estimativa da viabilidade espermatica
(KENNEY etal., 1983, VARNER et al., 1988; PICKETT, 1992).

A motilidade espermética é estimada de forma subjetiva, sendo analisada sob
microscopia oOptica, com uma gota do sémen entre ldmina e laminula, estimando-se sua
porcentagem visualmente. No entanto, é a técnica mais utilizada na rotina laboratorial e
continua tendo grande valor, principalmente para diferenciar sémen de baixa e alta qualidade.

A avaliacdo da motilidade espermatica tem por objetivo determinar a porcentagem de
espermatozéides totais com movimento em um ejaculado. No entanto, para se obter uma
avaliacdo mais precisa, € possivel avaliar a porcentagem de espermatozoides com motilidade
progressiva, visto estes representarem alta aptiddo. (PICKETT & VOSS, 1972).

A avaliacdo isolada da morfologia espermatica pode ndo indicar o potencial de
qualidade de um ejaculado. Porém, pode indicar se o potencial de qualidade é baixo,
principalmente quando houver altas porcentagem de anormalidades espermaéticas de primeiro e
segundo grau (DOTT, 1975).

As alteracdes primarias ocorrem durando o processo de espermatdgenese e as alteracdes
de segundo grau ocorrem durante o percurso dos espermatozoides pelos ductos seminiferos,
epididimo e durante o ejaculado. (BLOM, 1973)

A presenca de mais de 10% de anormalidades primarias, no garanhao, esta relacionada
a baixa qualidade, enquanto garanhdes apresentando somente anormalidades secundarias,
mesmo superando 30% de alteragdes em um ejaculado, ndo apresenta necessariamente baixa
qualidade. (BIELANSK, 1975).

De acordo com LOVE (2007), o volume do ejaculado é muito variavel com a idade,
época do ano, raca, regime de coleta de sémen, estimulacao sexual prévia, entre outros fatores.

A maioria dos garanh@es ejacula entre 25 e 80 ml de fracdo rica em espermatozoides
(SILVA FILHO, 1994; SAMPER et al., 2007).

Outro parametro importante é a avaliagdo morfologica, uma vez que, deformidades na
célula espermatica podem diminuir a capacidade de fertilizacdo (KAVAK et a. 2004;
PUGLIESI, 2009).
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As caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides equinos sao diferentes das demais,
a cabeca do espermatozoide possui formato assimétrico, 0 acrossoma € relativamente pouco
desenvolvido e a insercdo abaxial da cauda é considerada normal. Sdo associadas com a
inviabilidade as células que apresentam cabeca e 0 acrossomo com defeito (CANISSO et al.
2008; BIELANSKI & KACZMARSKI, 1979).

A fracdo rica é avaliada com auxilio de microscopio ético e placa aquecedora. Uma gota
de sémen é colocada entre uma lamina e laminula, previamente aquecidas a 35-37°C em placa
ou mesa aquecedora, sendo entdo levada ao microscépio para serem avaliadas as caracteristicas
de motilidade total e progressiva em escala percentual (0 a 100%) e vigor (1 a5) (CBRA, 1998).
A motilidade total para a maioria dos garanhGes varia de 40 a 80%, de 35 a 75% para a
motilidade progressiva e vigor médio de trés. Durante a avaliacdo de motilidade e vigor,
amostras devem ser retiradas para avaliagdo da concentracdo e morfologia espermatica. A
concentracdo espermatica varia de 50 a 400 milhdes de espermatozoides por ml de ejaculado
para a maioria dos garanhdes (LOVE, 2007).

As proteinas do plasma seminal sdo parcialmente originarias do plasma sanguineo e
parcialmente sintetizadas e secretadas pelo testiculo, epididimo e visiculas seminais (KATO et
al., 1985; TURNER & REICH, 1987; MANJUNATH et al., 1994).

Nos equinos foram identificadas uma série de proteinas no plasma seminal (BRANDON
et al., 1999) correlacionaram 3 proteinas com a fertilidade (SP-2, SP-3, SP-4), estas ocorrem
em alta concentracdo em cavalos classificados como de baixa qualidade espermatica.
(SCHMITT, 2002).

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 MATERIAIS UTILIZADOS PARA COLHEITA E ANALISE MICROSCOPICA
Para realizacdo da colheita do sémen foram usados varios materiais, sendo eles: Vagina
artificial modelo Botucatu, composta por um tubo de latex flexivel acoplado a um tubo rigido,
estes formardo uma bolsa que simula as condi¢des da genitalia de uma égua; tubo plastico
interno que sera a mucosa descartavel e esta sim entrara em contato com o pénis do animal;
copo coletor de sémen; agua aquecida a 45°C para simular a temperatura da vagina de uma
égua e ar para adequar a pressdo que ira exercer; por fim um gel lubrificante para diminuir o

atrito do garanhdo.
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Para execucdo da parte microscopica foi usado um microscopio, mesa aquecedora,
camara de Neubauer, ldaminas para analise microscopica, laminulas, dgua destilada, pipeta
automatica, ponteira para pipeta automatica, eppendorfs, corante espermatico, filtro para coleta

sémen e caneta permanete para identificagdo das laminas.

2.2.2 COLHEITA DE SEMEN

Apds o posicionamento do manequim, o garanh&o foi direcionado para fazer a monta,
com 28 segundos o animal comecou a rufiar, com 54 segundos ele montou no manequim, o
pénis ereto foi desviado em direcdo a vagina aritifical, na qual ele ejaculou com o tempo de 1
minuto e 30 segundos. Notou-se que 0 garanhdo demonstrou comportamento como morder a

cernelha da égua manequim.

Imagem 1:Colheita de sémen equino. Fazenda Santa Léora, Dom Pedrito — RS. Foto:
Gabriela Canepa
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2.2.3 ANALISE MICROSCOPICA DO SEMEN

Inicialmente o sémen foi filtrado para retirada do gel, ap0s isso, foi pipetado 20up de
sémen concentrado e colocado entre uma lamina e laminula para verificacdo de motilidade,
vigor e concentragéo.

A motilidade se faz uma pequena gota de sémen entre ldmina e laminula aquecidas a
37°C e realiza-se a visualizacdo em microscopio com aumento de 40 vezes. Caso a amostra
esteja muito concentrada deve-se realizar uma diluicdo em meio diluidor, esta diluicdo pode

ser 1:1.

Imagem 2: Visualizacdo dos espermatozoides em lamina para avaliacdo dos parametros
motilidade, vigor e concentragéo. Foto: llustrativa.

Em outra 1dmina foi feita a coloracdo supra vital do sémen concentrado, uma gota de
sémen para uma gota de corante a base de eosina (Botuvital®) para analise da integridade das

membranas dos espermatozoides, avaliadas no aumento de 100x em imersao.

Imagem 3: Espermatozéides vermelhos: Membrana Citoplasmatica lesada. Espermatozdides
brancos: Membrana Citoplasmatica integra. Foto: Ilustrativa.
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Ap0s os feitos citados acima, foi feita a diluicdo em um eppendorf do sémen, sendo 19
gotas de agua destilada e 1 gota de sémen concentrado. Em uma lamina foi feito um esfregaco
com uma gota deste sémen diluido para coloracdo de celulas e posteriormente a analise
morfoldgica.

Por fim, para a contagem total de espermatozoides, foi colocado 1 gota de sémen

concentrado em cada grade de contagem da camara de Neubauer.

Imagem 4: Andlise microscopica. Fazenda Santa Leodora, Dom Pedrito — RS. Foto: Juliana
Baumhardt.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise do sémen do equino Teréncio de S&o Pedro, da raga crioula, de 14
anos, foram encontrados os seguintes resultados, conforme descritos na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas ou fatores fisicos e biotecnologicas encontradas na analise de sémen
de um equino, Rio Grande do Sul, 2017.

Volume 30 ml

Cor Branco leitoso
Vigor espermatico 2

Integridade de membrana 65,3%
Motilidade Total 25%
Motilidade Progressiva 5%
Concentragdo espermatica/ml 861,5 x 10°
Numero total de espermatozoides 25,845 x 10°

N&o se obteve resultados referentes a andlise de patologia espermatica (morfologia),
pois devido o sémen estar diluido ndo foi possivel realizar a fixacdo dos corantes nas células,
sendo assim, a impossibilidade de geral um resultado.

Segundo a apostila “Manual de andrologia e manipulacdo de sémen equino” disponibilizado
pela Botupharma, o sémen deve ser analisado segundo suas caracteristicas macroscopicas e

microscopicas, sendo 0s seguintes padrdes para um bom resultado.

Tabela 2: Resultados padrdo dos exames imediatos e mediatos da avaliagdo seminal.
Botupharma, 2014.

Volume Podendo variar de 20 @ 100ml

Cor Desde branco acizentado até um branco leitoso.

Motilidade A motilidade espermatica é analisada segundo uma escala de porcentagem
espermatica variando de 0 a 100%. Motilidade Total é a porcentagem de células méveis e

Motilidade progressiva é a porcentagem de células que se movem para frente.
(Motilidade ideal > 70%).
Vigor Simultaneamente com a motilidade espermatica se avalia o vigor espermatico
espermatico na escala de 0 a 5 (velocidade com que o espermatozoide se desloca, quanto
maior a velocidade maior o valor).
(Vigor ideal = 3)

Integridade da Espermatozdides que possuem membrana citoplasmatica integra. Avaliado
membrana utilizando-se
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Comparando com o estudo de GRANEMANN, 2006, cujo os resultados de motilidade
e vigor foram respectivamente: 80% e 4, contantou-se uma elevada diferenca, sendo que nessa
pesquisa os resultados foram de 25% e 2.

Ainda em comparacdo com o estudo citado acima, outro resultado que mostrou grande
contraste foi 0 nimero total de espermatozoides, sendo que o autor cita uma média de 14.77 e
neste trabalho o valor encontrado é de 25,845.

De acordo com SILVA FILHO, 1994 o sémen avaliado esta dentro dos padrbes de
volume, pois 0 autor cita que a maioria dos garanhdes ejacula entre 25 e 80 ml de fracéo rica
em espermatozoides.

Segundo HAFEZ e HAFEZ (2004), a concentracdo espermatica de equino varia entre
150 a 300 milhdes de espermatozoides por mililitros, portanto o valor encontrado nesta anéalise
esta acima do citado na literatura.

Um fator que pode ser responsavel pela baixa qualidade seminal é o repouso sexual que
0 garanhdo passou nos ultimos 10 meses. Com a repeticdo das coletas poderia acontecer um

melhoramento na qualidade seminal, excluindo o fator de envelhecimento espermatico.

3 CONCLUSAO

De acordo com o estudo do caso conclui-se que o0 sémen equino analisado foi de baixa
qualidade, de acordo com os resultados obtidos das analise macroscépica e microscépica e
comparando com os dados obtidos da referéncia literaria.

Enfatizando que o trabalho foi feito avaliando apenas um individuo e ndo uma
populacdo, podemos considerar que este animal ndo se encaixaria nos padrdes esperados em

um programa comercial de reproducao.
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