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Estratégias para melhorar a qualidade seminal em garanhdes
Strategies to improve seminal quality in stallions
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Resumo

A grande quantidade de garanhdes com alteracdo na qualidade seminal, seja pela idade, genética
ou afecgdes do trato reprodutivo, resultou nos ultimos anos, no rapido avango do desenvolvimento de
técnicas para recuperar ¢ aumentar o potencial reprodutivo dos animais. Os detalhes antes ¢ apoés a
colheita seminal sdo fundamentais para alcangar o maximo da eficiéncia reprodutiva e obter indices de
concepgdo adequados. Objetiva-se com esta revisdo de literatura abordar as principais técnicas para
melhorar a qualidade espermatica em garanhdes.
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Abstract

The large number of stallions with alterations in seminal quality, whether due to age, genetics or
reproductive tract disorders, has resulted in the rapid advance of the development of techniques to
recover and increase the reproductive potential of animals in recent years. Details before and after
seminal collection are essential to achieve maximum reproductive efficiency and obtain adequate
conception rates. The aim of this paper was to review the main techniques to improve sperm quality in
stallions.
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Introducao

Atualmente, o Brasil ocupa posi¢do de destaque na criagdo de equinos, sendo o quarto maior
rebanho do mundo (FEI, 2021) composto por 5.962.126 cabegas (IBGE, 2020) que participam da
economia nacional de forma ativa, seja na lida, no lazer ou em esportes. Para se manter competitivo, é
fundamental que haja o progresso genético das ragas, com controle rigoroso da eficiéncia reprodutiva e do
potencial genético de reprodutores e matrizes.

O melhoramento genético em equinos ¢ baseado em caracteristicas relacionadas a performance
atlética, morfologia e pedigree (Varner et al., 2004). E, diferentemente do que ocorre na espécie bovina,
as caracteristicas reprodutivas nfo sdo consideradas em programas de melhoramento genético,
contribuindo com a expressiva quantidade de reprodutores com baixa qualidade seminal e baixa
fertilidade. Adicionado a esta circunstancia, os reprodutores sdo expostos a niveis consideraveis de
estresse devido a grande demanda de coberturas e/ou montas naturais, resultando na diminui¢do da
qualidade seminal durante a estacdo de monta. Ainda, a utilizacdo de reprodutores idosos exige ainda
mais atengdo nos programas reproducao assistida por possuirem qualidade seminal inferior em relagdo a
animais jovens (Dowsett e Knott, 1996).

A fertilidade de garanhdes ¢ complexa e pode ser negativamente impactada por causas
multifatoriais como distiirbios comportamentais, distirbios nutricionais, doengas sistémicas ou alteragdes
reprodutivas relacionadas ou ndo a estrutura espermatica (Varner et al., 2004). As biotecnologias
aplicadas ao sémen vém sendo desenvolvidas como estratégias para melhorar o desempenho reprodutivo
dos garanhdes (Varner et al., 2010). Diferentes meios diluidores, técnicas para selecdo e separagdo
espermatica, curvas de congelacdo tem sido aplicados com o objetivo de melhorar a cinética e
metabolismo espermatico, de modo que seja possivel alcangar niveis de concepgdo adequados. Da mesma
forma, a suplementa¢do na dieta, como na medicina humana, tem sido adotada como uma ferramenta para
potencializar a fertilidade (Garolla et al., 2020). Assim sendo, o0 manejo correto do reprodutor, desde sua
ambientacdo até o momento da cobertura/inseminagdo artificial podem influenciar o resultado final.
Portanto, objetiva-se com esta revisdo de literatura abordar técnicas para melhorar a qualidade
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espermatica em garanhdes.
Suplementac¢ao alimentar

O trato digestorio dos equinos ¢ desenvolvido e adaptado para utilizar dietas com alto nivel de
fibras, sendo capazes de processar grandes quantidades de forragem para atender sua exigéncia
nutricional. Com a expansao da equinocultura e aumento da produtividade, os criatorios fornecem dietas
com alta proporcao de alimentos concentrados (BRAGA, 2006), as quais sao formuladas de acordo com a
categoria animal.

Além da dieta, a suplementacdo surge como uma ferramenta para potencializar o desempenho de
equinos (Artioli et al., 2010; Horohov et al., 2012; Fagan et al., 2020). De acordo com a European Food
Safety Authority (EFSA, 2021), a suplementagdo alimentar ndo tem a intengdo de tratar ou prevenir
doengas mas promover suporte adicional a fungdes fisiologicas especificas.

Desta forma, a suplementagdo de macro e micronutrientes direcionada a aspectos reprodutivos
do macho equino tém sido amplamente estudada, com certos componentes em evidéncia como L-
carnitina, acetil-L-carnitina, selénio, zinco, coenzima Q10, vitamina C, vitamina B12, 6mega 3, vitamina
E, entre outros. Na Medicina Humana, a mudanga habitos alimentares acrescida a suplementagdo sao
rotineiramente indicados, com visivel melhora clinica da fertilidade masculina (Garolla et al., 2022).

A L-carnitina (LC) e acetil-L-carnitina (ALC) atuam no metabolismo espermatico ao fornecer
energia prontamente disponivel, afetando positivamente a motilidade espermatica (Agarwal e Said, 2004).
No trato reprodutivo, a LC e ALC se concentram no epididimo, ¢ no ejaculado estdo disponiveis no
plasma seminal e em pouca quantidade no espermatozoide (Bohmer et al., 1978). As carnitinas facilitam
a entrada de acidos graxos de cadeia longa através da membrana mitocondrial interna, em que passam por
B-oxidagdo, gerando produtos energéticos (FADH2, Acetil-CoA, NADH) (Matalliotakis et al., 2000).
Adicionalmente, possuem funcdo protetora contra radicais livres, por meio da remogdo de acidos graxos
de cadeia curta e média que se acumulam como resultado do metabolismo normal e anormal (Vicari and
Calogero, 2001).

A suplementag¢do oral didria de 40 g de L-carnitina da dieta de garanhdes por 3 meses promoveu
melhora nos indices de concepgdo durante o periodo de administragdo (Morris € Gibbs, 2016). A LC ao
atingir a corrente sanguinea alcanca o limen epididimario e parénquima testicular por transporte ativo
(Yeung et al., 1980), agindo sobre o metabolismo de espermatozoides epididimarios, células da linhagem
espermatogénica e células de Sertoli (Agarwal e Said, 2004).

Em equinos, a suplementagdo com agentes antioxidantes como selénio, vitamina E, vitamina C
estd associada a melhora dos mecanismos de defesa antioxidantes e prevengdo dos danos causados pelos
radicais livres (peroxidagdo lipidica e fragmentacdo do DNA espermatico), no ambiente testicular e
epididimario (Deichsel et al., 2008).

O selénio ¢ um importante antioxidante da fungo testicular. E um mineral essencial e cofator da
enzima glutationa peroxidase (Brigelius-Flohe e Maiorino, 2013). A deficiéncia de selénio pode levar a
falha na condensagdo do DNA espermatico devido ao estresse oxidativo, resultando na diminui¢do dos
indices de fertilidade (Sanchez-Gutiérrez et al., 2008). De acordo com o National Research Council’s
(NRC - Nutrient Requirements of Horses, 2007), o nivel recomendado de selénio na dieta de equinos ¢ de
aproximadamente 1 mg/dia, a depender da idade e atividade do animal, ndo devendo exceder a 3 mg/dia
(FDA, 2016). E a associagd@o do selénio a vitamina E diminui o nivel de peroxidagdo lipidica ¢ promove
melhora na qualidade seminal (Keskes-Ammar et al., 2003).

A coenzima Q-10 (CoQ) corresponde a um composto orginico lipofilico natural, com
propriedades antioxidantes, atuando na prevengao do estresse oxidativo nos espermatozoides (Balercia et
al. 2004).

O zinco exerce funcdo no ciclo celular e estabiliza as concentragdes de testosterona (Prasad et
al., 1996). Em homens inférteis, a suplementacao alimentar com zinco melhorou o volume do ejaculado,
motilidade espermatica e porcentagem de espermatozoides normais (Zhao et al., 2016).

A vitamina B12 esta associada ao aumento da concentracdo e motilidade espermatica, e redugdo
dos danos ao DNA (Banihani, 2017). Ainda, possui importante fun¢do na maturagdo celular, com grande
potencial de renovagdo do epitélio seminifero, levando ao aumento do nimero de espermatogdnias e
espermatocitos. Portanto, a deficiéncia de vitamina B12 pode levar a queda da concentragdo espermatica
(Beltrame et al., 2017).

A relagdo entre os acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 (acido linolénico) ¢ 6mega 6 (acido
linoléico) € necessaria para manter sob condi¢des normais, as membranas celulares e metabolismo celular
(Simopoulos, 2002). Em equinos ndo ha um padrdo para a relagdo Omega 6: 6mega 3, no entanto,
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considerando que os habitos alimentares sdo baseados em forragens supde-se que a dieta de equinos
contenha maior quantidade de dmega 3 que 6mega 6 (Simopoulos ¢ DiNicolantonio, 2016). Com a
domesticagdo e maior introducdo de graos, a quantidade de Omega 6 na dieta aumentou
significativamente, principalmente em cavalos atletas. O excesso de dmega 6 e alta propor¢do 6mega 6:
omega 3 induz a alteracdes inflamatdrias, doengas cardiovasculares e autoimunes. Portanto, nota-se a
importancia da suplementagdo de dmega 3 para retornar ao equilibrio fisiologico (Simopoulos, 2002).
Com relagdo a aspectos reprodutivos, em homens, a suplementacdo com 6mega 3 aumenta o nivel de
atividade antioxidante no plasma seminal, a concentra¢do, motilidade e morfologia espermatica
(Safarinejad e Safarinejad, 2012).

Em equinos, a suplementagcdo com antioxidantes e acidos graxos poli-insaturados aumenta a
qualidade do sémen fresco, refrigerado e congelado (Freitas et al., 2016), sendo uma ferramenta de facil
acesso para melhorar a capacidade fecundante dos espermatozoides e obter satisfatorias taxas de
fertilidade. Contudo, é importante lembrar que a suplementagdo, como o proprio nome sugere,
corresponde a um adicional a alimentacdo didria, devendo ser levado em consideragdo os niveis
nutricionais da dieta como um todo.

Colheita e manipulacio do sémen

A qualidade seminal pode ser influenciada por fatores extragonadais, como a prépria conducio
do reprodutor no momento da colheita. O mau condicionamento do garanhdo pode levar ao maior numero
de montas para alcancar a ejaculag@o. Respeitando a individualidade de cada animal, o nimero de montas
deve ser o minimo possivel. O grau elevado de excitagdo resulta em maior volume do ejaculado, devido a
maior producdo de plasma seminal, coincidindo com menor motilidade e concentragdo por mL (Kalmar et
al., 2014).

O plasma seminal ¢ composto por diferentes proteinas, em que especificamente a BSP-1 ¢ BSP-2
representam cerca de 80% do total de proteinas do fluido seminal de equinos (Calvete et al.1994).
Durante a ejaculacdo tais proteinas se ligam a membrana espermatica (Guasti et al., 2020) e atuam de
maneira tempo-dependente, com continuo efluxo de colesterol e fosfolipidios da superficie celular
(Bergeron et al., 2004), causando a desestabilizagdo da membrana plasmatica (Manjunath e Thérien,
2002).

Os componentes dos meios diluidores como as proteinas do leite e as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) da gema do ovo interagem com as SP, prevenindo o efluxo de colesterol e
consequentemente promovendo a manutencao da func¢do espermatica (Bergeron et al., 2004; Plante et al.,
2015). Desta forma, logo apds a colheita, a manipulagdo do sémen deve ser realizada de maneira
cuidadosa e agil, com diminui¢do do intervalo entre a colheita e a diluicdo em meio diluidor.

Meios diluidores

Atualmente, ha uma grande diversidade de meios diluidores para equinos, desde a formulagao
mais simples até propostas para atender casos especificos, como reprodutores com sémen de baixa
motilidade e/ou baixa congelabilidade.

A pentoxifilina tem sido acrescida aos meios diluidores com o objetivo de aumentar a motilidade
espermatica por meio da inibi¢do da atividade da enzima fosfodiesterase, que leva ao aumento
subsequente dos niveis de AMPc intracelular (Nassar et al., 1999). Em humanos, a pentoxifilina possui o
potencial de aumentar a motilidade espermatica, aumentar a ligagdo a zona pelucida assim como melhorar
as taxas de concepc¢do na fertilizagdo in vitro (Tesarik et al., 1992; Yosev et al., 1995). Da mesma forma,
em equinos, a adi¢do de pentoxifilina ao sémen de garanhdes, até 48 horas apds a resfrigeracdo, foi
benéfica a qualidade dos espermatozoides, com aumento dos pardmetros de motilidade e integridade de
membrana plasmatica (Esteves et al., 2004). A acdo benéfica da pentoxifilina foi também descrita em
espermatozoides epididimarios, com aumento da cinética espermatica e obten¢do de indices satisfatorios
de concepcdo com a utilizacdo de menor dose inseminante com espermatozoides congelados (Guasti et
al., 2013; Guasti et al., 2017).

Durante a criopreservagdo, ocorre a reducao da fluidez da membrana espermatica podendo levar
a danos irreversiveis (Darin-Bennet ¢ White, 1977). A propor¢do colesterol/fosfolipideos confere um
importante fator para manutengdo da integridade da membrana plasmatica, ja que o colesterol confere
maior fluidez e estabilidade (Amann e Picket, 1987). Assim, a adi¢do do complexo ciclodextrina-
colesterol no meio diluidor € capaz de aumentar os indices de fertilidade do sémen de garanhdes de baixa
congelabilidade (Hartwig et al., 2014). O mesmo resultado foi encontrado quando o colesterol ¢ a caseina
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foram adicionados ao meio diluidor de equinos (Campos et al., 2020).

A caseina adicionada ao meio diluidor auxilia na manuten¢do da estabilidade da membrana
plasmatica, uma vez que as proteinas BSP de equinos interagem fortemente com agregados de proteina de
soro de leite e micelas de caseina. Desta forma, meios diluidores contendo caseina protegem as células
espermaticas durante a criopreservagao pelo sequestro das proteinas BSP do plasma seminal (Plante et al,.
2015).

Separacao do plasma seminal

A remog¢ao do plasma seminal em equinos ¢ indicada na criopreservacdao devido ao grande
volume do ejaculado (Alvarenga et al., 2017). Apesar de sua grande importancia na monta natural, alguns
animais sdo visivelmente mais sensiveis aos efeitos da exposi¢do prolongada do plasma seminal, sendo
sua remogao necessaria (Akcay et al., 2000).

Para separagao do fluido seminal, ¢ utilizada a centrifuga¢ao convencional por 600 xg durante 10
minutos (Dell’Aqua et al., 2001). Novas abordagens foram desenvolvidas nos ultimos anos com o
objetivo de minimizar os impactos da centrifugacdo, como o cushion ¢ o filtro com membrana hidrofilica
sintética (Alvarenga et al., 2017).

O cushion consiste em um gradiente de alta densidade que permite a utilizacdo de maior for¢a na
centrifugacdo (1000 x g) por maior tempo (20 minutos). A técnica possibilita a recuperacdo de maior
quantidade de espermatozoides sem danificar a membrana espermatica, pois o gradiente de densidade tem
fungdo amortecedora do impacto da centrifugacdo (Bliss et al., 2012). A utilizagdo do Red Cushion
(Botupharma, Brasil) permite maior visualiza¢do do pellet formado, facilitando sua recuperagio.

Ja a filtragem do sémen com a membrana hidrofilica sintética (Sperm Filter, Botupharma, Brasil)
¢ realizada de forma manual, sem o impacto da centrifugacdo. A membrana é composta por poros de 2
pum, os quais permitem a passagem do plasma seminal e bactérias, e, consequente retengdo dos
espermatozoides (Ramires et al, 2015). Consiste em um processo manual, de baixo custo e facil manuseio
podendo ser utilizado em substitui¢do a centrifugacdo convencional.

Selecao espermatica

A selecdo espermadtica ¢ realizada por meio da centrifugagdo em gradiente de densidade, que
consiste em uma solugio coloide composta por particulas de silica recobertas com silano (Morrel, 2012).

Na seleg@o espermatica ¢ aplicada menor forca na centrifugagdo, cerca de 400 x g, por 20
minutos. Sob centrifugacgio, o gradiente confere um desafio para a passagem dos espermatozoides, sendo
aptos a atravessarem somente os espermatozoides com motilidade adequada e morfologia normal
(Alvarenga et al., 2017).

O uso da selecdo espermatica ¢ indicado para reprodutores com baixa qualidade seminal, sendo o
sémen fresco, refrigerado ou congelado. A taxa de recuperagdo ¢ varidvel, cerca de 40%, a depender da
qualidade seminal inicial (EquiPure, Nidacon, Suécia). A centrifugacdo com o gradiente de densidade ¢
capaz de reter espermatozoides imoveis, espermatozoides com defeitos morfologicos, além de bactérias,
células inflamatorias e outros tipos celulares, conferindo ao pellet recuperado adequada qualidade
espermatica (Samardzija et al., 2006).

Portanto, apesar dos métodos de selegdo dos reprodutores equinos ndo considerarem os aspectos
reprodutivos, diversas estratégias vém sido desenvolvidas ao longo dos anos com intuito de aumentar o
potencial reprodutivo de garanhdes. Devido ao grande nimero de animais com alteragcdes seminais, seja
por idade, genética ou afecgdes do trato reprodutivo, os detalhes desde o manuseio do reprodutor,
condugdo na colheita seminal até a manipulagdo do sémen influenciam a qualidade do sémen. A escolha
das melhores estratégias deve ser baseada na individualidade de cada garanhdo, para assim alcangar o
sucesso nos programas reprodutivos.
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