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1. INTRODUGCAO

No final de 2016 realizei minha inscricdo para o vestibular de Medicina
Veterinaria na Unilavras, sendo esse um grande passo na realizagdo de um
sonho de crianca. Pertenco a uma familia enraizada no agronegocio, esse fato
me possibilitou vivenciar o ambiente rural e o convivio com os animais desde
minha infancia. Com o passar do tempo tive o privilégio de tornar essa realidade
parte da minha vida, escolhendo a Medicina Veterinaria como profissao para a
vida.

Apesar de ser apaixonado pela area de Reproducao, durante o periodo
de graduacdo tive a oportunidade de participar do grupo de estudos Hippus, no
qual fiz amizades que levarei por toda minha vida e onde despertei um grande
interesse pela clinica de equinos. Apds concluir a graduacdo pretendo me
especializar em reproducdo de grandes animais para adquirir mais
conhecimentos e experiéncia nessa area, e me tornar um profissional mais
completo e competente.

A vivéncia de estagio descrita nesse trabalho foi realizada na empresa
Matriz Genética localizada na cidade de Lavras, no estado de Minas Gerais.
Essa experiéncia foi fundamental para desenvolver novos conhecimentos e
praticas relacionados a reproducao de equinos. Nessa etapa tive a oportunidade
de realizar diversos manejos reprodutivos como: selecdo de animais para
reproducdo, protocolos de inseminacdo artificial em tempo real,
acompanhamento gestacional, transferéncia de embrides, coleta e
congelamento de sémen. Todas as atividades desenvolvidas no periodo de
estagio foram acompanhadas pelos médicos veterinarios da equipe
responsaveis pelas diferentes etapas do manejo reprodutivo desenvolvidas pela
empresa.

Além de conhecer a rotina, pude correlacionar toda a pratica com 0s
conhecimentos adquiridos nas disciplinas do curso e toda a literatura cientifica
atual sobre o0 assunto. Essa vivéncia, foi de grande importancia tanto para minha
formacao pessoal quanto profissional, além de proporcionar a aplicacdo pratica
de todos os conhecimentos adquiridos durante o curso de graduacdo em
Medicina Veterinaria, tive a oportunidade de conhecer e aprender com grandes

profissionais da area.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Descricéo do local do estagio

O estagio descrito a seguir foi realizado na empresa Matriz Genética -
Veterinaria Avancada que oferece assisténcia técnica focada em biotecnologias
da reproducéo aplicadas a equinos e bovinos. A empresa esta localizada no
municipio de Lavras-MG e atende criadores de equinos de diversas cidades da
regido sul de Minas Gerais. O médico veterinario Miguel Pizzolante Bottino é o
profissional responsavel pela empresa e atua especialmente com o manejo
reprodutivo de equinos e bovinos.

Durante essa vivéncia tive a oportunidade de colocar em préatica meus
conhecimentos tedricos e praticos em reproducdo de equinos. Essa vivéncia
superou todas as minhas expectativas, pois tive oportunidade de realizar todas
as etapas do manejo reprodutivo de equinos e conhecer detalhadamente as
diversas biotecnologias de reproduc¢éo animal.

2.2 Atividades desenvolvidas

Durante o periodo de estagio participei em todas as etapas relacionadas
a biotecnologia da reproducéo de equinos que a empresa trabalha. As atividades
foram desenvolvidas durante o acompanhamento da atuacdo do médico
veterinario responsavel nas propriedades atendidas pela empresa.

As biotecnologias reprodutivas buscam principalmente melhorar a
eficiéncia reprodutiva dos animais e propagar genética de qualidade
aumentando a quantidade de potros de genética superior produzidos
anualmente. Essas tecnologias estdo em constante desenvolvimento e cada vez
mais sdo adotados por produtores de equinos. Dessa forma, € exigido que o
profissional que ir4 atuar nessa area se mantenha atualizado e informado sobre
equipamentos, técnicas e manejos utilizados para alcancar os objetivos
determinados pelos produtores.

Nas propriedades atendidas pela empresa inicialmente era realizada a
avaliagdo reprodutiva do plantel equino. Nessa avaliacdo eram selecionados os

animais com caracteristicas de interesse e eram avaliados atributos do animal
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como idade, escore de condicdo corporal, estado nutricional e sanitério, e

caracteristicas relacionadas a saude reprodutiva dos animais para determinar os
animais mais aptos as técnicas de biotecnologias reprodutivas.

Em fémeas eram analisados os histéricos de gestacfes das éguas e
também era realizada a identificacdo do estro. Em machos era realizado o exame
andrologico para avaliar detalhadamente as caracteristicas reprodutivas do
garanhdo como o estado fisico e sanitario do animal, os orgdos reprodutivos e a
qualidade do sémen.

As amostras de sémen dos animais selecionados eram transportadas ao
laboratorio onde eram submetidas ao exame de espermograma para avaliar
tanto a quantidade quanto a qualidade dos espermatozdéides presentes na
amostra.

A Figura 1 apresenta o Fotometro Minitube utilizado para calcular a
concentragcdo espermatica das amostras ne sémen. No exemplo apesentado na
Figura 1 a concentracdo espermatica da amostra analisada foi de 223x10°

espermatozoides/ml de sémen (em destaque).

11
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Figura 1- Fotdmetro Minitube utilizado para andlise de concentracdo espermética do sémen.

Fonte: Autor, 2024.

ApoOs os exames androlégicos era realizada a coleta de sémen dos
garanhdes selecionados para reproducéo. O sémen coletado passa por algumas
etapas de preparacdo apos a coleta como diluicdo, centrifugacdo para retirada
do plasma seminal e incorporacdo de crioprotetores.

As amostras de sémen preparadas sdo envasadas em palhetas e
inseridas na maquina de congelamento, em seguida as palhetas sao
armazenadas em nitrogénio para sua preservacado e posterior utilizacdo em
programas reprodutivos.

Apds a selecdo e mapeamento dos animais aptos a reproducdo sao
realizados os protocolos de indugdo ao estro e inseminacdo das éguas, e,
posterior exame de ultrassonografia para diagnéstico precoce e

acompanhamento gestacional.

12
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Na empresa também auxiliei nas atividades relacionadas a outras

biotecnologias reprodutivas como a transferéncia de embrides, sexagem fetal e
producdo de embribes in vitro. A oportunidade de conhecer as diferentes
biotecnologias aplicadas a reproducéo de equinos ampliou minha visao sobre as
diferentes formas de atuacdo que um médico veterindrio deve conhecer e

dominar para alcancar os objetivos reprodutivos almejados.
2.3 Coleta e criopreservacao de sémen de garanhéo

A coleta de sémen é uma atividade fundamental no manejo reprodutivo
de equinos, uma vez que o sémen contém o material genético dos garanhdes
selecionados. Esse material deve ser preservado em seguranca para ser
utilizado em diversas biotecnologias reprodutivas que ajudem a propagar o0s
genes de interesse no plantel e aumentar a quantidade de potros produzidos.

O sémen é o material mais importante do programa reprodutivo, devido a
iSS0, € necessario o0 manejo adequado em todas as etapas de preparacdo desse
material. Desde a coleta até a criopreservacao.

A primeira etapa préatica do manejo € a coleta de sémen dos garanhdes
selecionados (Figura 2). O procedimento é realizado com auxilio de uma égua
contida por uma corda a qual vai ser montada e uma vagina artificial para coleta
do ejaculado. O procedimento deve ser realizado com seguranca tanto para os

animais quanto para o médico veterinario.

13
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Figura 2- Coleta de sémen de garanhao utilizando vagina artificial.

r.a
7

3

Fonte: Autor, 2024.

ApoOs a coleta do ejaculado, é incorporado o diluidor para transporte de
sémen Botusémen, que é composto de leite em p6é desnatado, acucares e
aminoacidos que protegem o0s espermatozdides e melhoram a qualidade
seminal.

Foi utilizada a proporcdo 1:1 de Diluente:Sémen conforme
recomendacdes do fornecedor. O diluidor também é um componente
fundamental para a centrifugacao do ejaculado antes do congelamento.

14
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A amostra contendo o sémen e o diluidor € processada utilizando uma
centrifuga Tecnal NT-810 (Figura 3) para separar o plasma seminal dos pallets
de espermatozoéide que apdés a centrifugacdo ficam concentrados no fundo do
Tubo de Falcon.

Figura 3- Processamento do ejaculado utilizando centrifuga.

Fonte: Autor, 2024.

15
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A retirada do plasma seminal é realizada apos a centrifugacdo que
sedimenta somente os pallets de espermatozoides no fundo do tubo de Falcon
(Figura 4).

Figura 4- Separagéo de plasma seminal em tubo de Falcon.

Fonte: Autor, 2024.

Apbs a separacdo do plasma seminal é realizada a diluicdo do pellet de
sémen com o crioprotetor Botucrio que auxilia na motilidade, integridade e
viabilidade dos espermatozdides.

Na sequéncia o material € envasado em palhetas com a identificacdo do

animal (Figura 5). As palhetas envasadas séo lacradas com uma esfera metalica
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e posteriormente sdo direcionadas a maquina de congelamento.

Figura 5- Palhetas envasadas e identificadas.
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Fonte: Autor, 2024.

A maquina de congelamento modelo TK 3000 (Figura 6) comegca com uma
curva positiva que inicia em 24 °C reduzindo gradativamente até alcancar 0,5°C
por minuto. Em seguida é realizada a estabilizacdo, que reduz a temperatura até

alcancar -120 °C.
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Figura 6- Equipamento utilizado para o congelamento de sémen.

Fonte: Autor, 2024

7

Por fim, o material congelado nas palhetas é retirado do copo de
congelamento e armazenado em botijdes contendo nitrogénio liquido (-196°C)
para criopreservagdo do material genético por tempo indeterminado (Figura 7).
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Figura 7- Criopreservagéo de sémen em botijées de nitrogénio.

Fonte: Autor, 2024
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3 AUTO AVALIACAO

Durante o periodo de estagio na empresa Matriz Genética tive
oportunidade de conhecer mais sobre as préaticas diarias relacionadas a
Biotecnologias da reproducdo de equinos. Essas préaticas englobam desde a
selecdo de animais como matrizes e reprodutores até a aplicacdo e
acompanhamento dos protocolos de inducdo ao cio, inseminacédo artificial,
controle gestacional, etc.

Nas atividades vivenciadas no estégio tive a oportunidade de colocar em
pratica diversos conhecimentos adquiridos nas disciplinas do curso de Medicina
Veterinaria e integrar os conhecimentos adquiridos no grupo de estudos com as
praticas desenvolvidas no estagio.

Entre os diversos manejos que acompanhei, aprendi bastante sobre a
pratica diaria com o médico veterinario responsavel, que se mostrou experiente
e eficiente no manejo reprodutivo dos animais. Acompanhar essas experiéncias
foi enriquecedor e de altissima importancia para o meu desenvolvimento
profissional e pessoal, além de me trazer grandes reflexdes sobre a ética e a

responsabilidade da profisséo.
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4 CONCLUSAO

As experiéncias vivenciadas durante o estagio supervisionado foram
fundamentais para o0 meu desenvolvimeto tanto profissional quanto pessoal.
Durante esse periodo tive oportunidade de correlacionar e aplicar todos os
conhecimentos tedricos adquiridos nas disciplinas do curso de forma pratica em
situacdes da rotina profissional de um médico veterinario.

O mercado de equinos movimenta bilhdes anualmente e cada vez mais a
qualidade genética dos animais se torna importante para o desenvolvimento de
novas tecnologias e praticas reprodutivas que auxiliem no manejo reprodutivo
estratégico dos plantéis.

As Dbiotecnologias reprodutivas sédo ferramentas fundamentais no
desenvolvimento reprodutivo do plantel. A criopreservacao € uma biotecnologia
fundamental para preservacéo e propagacdo de genes superiores no rebanho.
No entanto, para que seja realizado corretamente € necessario que a realizacao
seja dirigida ou supervisionada por profissionais qualificados.

No estagio tive a oportunidade de uma grande troca de conhecimentos e
experiéncias com grandes profissionais da area de reproducao equina. Este fato
me motivou a estudar mais sobre o tema e me desenvolver como um profissional
consciente e capacitado para atuar nessa area, que apresenta inumeras
possibilidades de pesquisa e atuacao.

O periodo de estagio assim como a elaboragdo desse portifélio foram
etapas fundamentais para minha formacdo pessoal e profissional. Pude
desenvolver e colocar em pratica os conhecimentos assimilados durante a
graduacgéo e integrar os conhecimentos adquiridos nas disciplinas do curso com
as praticas de exercicio profissional.

Além de ampliar meus conhecimentos em relagcdo as principais
biotecnologias utilizadas na reprodu¢do de equinos, também adquiri novos
conhecimentos nessa area, o que me estimulou a buscar cada vez mais novos
conhecimentos através da leitura de artigos e contato direto com excelentes
profissionais da area durante a vivéncia do estagio obrigatério.

Os aprendizados adquiridos nas disciplinas ministradas no curso foram de

extrema relevancia para a minha formacao, pois me deram base para aplicar de
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maneira pratica o que havia visto na teoria construindo uma vivéncia profissional

pratica da profissdo que escolhi para minha vida.

Espero que esse trabalho sirva como base para futuros pesquisadores e
profissionais que tenham interesse nessa area tao diversa, enriquecedora e que
permanece constantemente em transformagdo. Que 0s conhecimentos
compartiihados nesse portifdlio possam colaborar e enriquecer com o0
desenvolvimento de novos conhecimentos e estimular futuros profissionais da

area.
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CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE GARANHAO

Cryopreservation of stallion semen

Felipe de Sousa Gomes Pimenta', Matheus Camargos de Britto Rosa?

1Académico do curso de Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Lavras — UNILAVRAS, Lavras-
MG, Brasil.

2 professor titular do curso de Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Lavras — UNILAVRAS,
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RESUMO

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores mundiais de equinos, um mercado que movimenta
bilhGes de reais anualmente. Nesse cenério, cada vez mais é exigido um aumento na producdo de animais
com caracteristicas de interesse econdmico. Os programas de melhoramento animal buscam selecionar
individuos com genética superior para a reproducdo melhorando assim a genética do plantel por propagar
genes desejaveis aos descendentes. As técnicas desenvolvidas para reproducdo sdo préaticas utilizadas para
obter resultados mais expressivos no desempenho reprodutivo dos animais. Entre as principais
biotecnologias utilizadas em programas de reproducéo de equinos, a inseminacao artificial e a transferéncia
de embrides tém sido amplamente utilizadas por criadores de equinos. Entretanto a obtengéo de resultados
satisfatorios na implementacédo dessas biotecnologias é diretamente influenciada pela qualidade do material
genético utilizado. A criopreservagdo € uma biotecnologia que possibilita 0 armazenamento e preservagao
de material genético superior de garanhfes para utilizagdo estratégica para melhorar a genética e o
desempenho reprodutivo do rebanho. A criopreservagdo é uma ferramenta eficiente no desenvolvimento
reprodutivo do rebanho que deve ser desenvolvida por profissionais que considerem a interacdo dos
gametas com as baixas temperaturas, as curvas de congelamento, diluidores e crioprotetores que possam
ser utilizados para melhorar a eficéncia dessa biotecnologia e assegurar a preservagdo dos gametas
selecionados.

Palavras-chave: Biotecnologias reprodutivas, Congelamento de sémen, Garanh&o equino, Melhoramento
genético, Crioprotecdo de gametas.
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CRYOPRESERVATION OF STALLION SEMEN

Felipe de Sousa Gomes Pimenta!, Matheus Camargos de Britto Rosa?

LAcadémico do curso de Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Lavras — UNILAVRAS, Lavras-
MG, Brasil.

2 professor titular do curso de Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Lavras — UNILAVRAS,
Lavras-MG, Brasil.

ABSTRACT

Brazil stands out as one of the world's largest producers of horses, a market that generates billions of reais
annually. In this scenario, an increase in the production of animals with characteristics of economic interest
is increasingly required. Animal breeding programs seek to select individuals with superior genetics for
reproduction, thus improving the genetics of the herd by propagating desirable genes to descendants.
Reproductive biotechnologies are practices used to obtain more significant results in the reproductive
performance of animals. Among the main biotechnologies used in equine breeding programs, artificial
insemination and embryo transfer have been widely used by equine breeders. However, obtaining
satisfactory results in the implementation of these biotechnologies is directly influenced by the quality of
the genetic material used. Cryopreservation is a biotechnology that enables the storage and preservation of
superior genetic material from stallions for strategic use to improve herd genetics and performance.
Cryopreservation is an efficient tool in the reproductive development of the herd that must be developed
by professionals who consider the interaction of gametes with low temperatures, freezing curves, extenders
and cryoprotectants that can be used to improve the efficiency of this biotechnology and ensure the
preservation of selected gametes.

Keywords: Reproductive biotechnologies, Semen freezing, Equine stallion, Genetic improvement, Gamete
cryoprotect.
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Introducio

O Brasil possui 0 quarto maior plantel equino mundial com aproximadamente
5.799.514 milhdes de animais. Os mesmos estéo alocados em 1.170.696 estabelecimentos
e o0 estado de Minas Gerais se destaca como o maior produtor brasileiro da espécie com
um plantel de 805 mil equinos. Os equinos s&o animais robustos e resistentes podendo ser
direcionados a diversas atividades relacionadas a trabalho, laser e competicdo (IBGE,
2023).

O mercado nacional de equinos movimenta em média R$30 milhdes anuais e tem
se desenvolvido cada vez mais, torna-se mais produtivo e mais exigente com a qualidade
genética dos individuos produzidos. Nesse cenario torna-se indispensavel desenvolver e
aprimorar tecnologias que colaborem com o aumento de produtividade nas propriedades
e otimizem os sistemas de criacao e a rentabilidade dos plantéis (FAO, 2022).

Nesse contexto, as técnicas reprodutivas se apresentam como estratégias
fundamentais para o desenvolvimento dos plantéis equinos. Entre essas técnicas, a
inseminacao artificial (1A) mostra-se como a técnica mais utilizada em todo mundo, uma
vez que agrega diversas vantagens aos rebanhos. As vantagens da IA ficam mais
evidenciadas em relagdo ao processo de monta natural uma vez que possibilita a utilizagéo
de sémen de garanhdes geneticamente superiores permitindo a aceleracdo de ganho
genético, gerando potros que apresentem caracteristicas genéticas de interesse econémico
(ALVARENGA,; PAPA; NETO, 2017).

Existem diversas técnicas reprodutivas além da IA que podem ser utilizadas
estrategicamente para alcancar uma melhor eficiéncia reprodutiva considerando o0s
principais sistemas de producdo adotados no Brasil. Assim, destacam-se biotecnologias
como a transferéncia de embrides, a fertilizacdo in vitro e a clonagem. Para desenvolver
as mesmas com eficiéncia € necessario primeiramente selecionar reprodutores com
materiais genéticos de alta qualidade, uma vez que as biotecnologias reprodutivas
ampliam a propagacéo dos genes de interesse em maior escala no rebanho. Sendo assim,
no cendrio atual da pecuaria brasileira, as biotecnologias reprodutivas passam a ocupar
um papel determinante para o desenvolvimento tecnolégico da pecuaria nacional
possibilitando a selecéo e propagacdo do material genético superior para o0 melhoramento
genético (ALVARENGA; PAPA; NETO, 2017).

O sémen é um fluido organico produzido pelos machos que serve de veiculo para
os espermatozoides produzidos pelo garanhdo. Esse fluido carrega o material genético
selecionado que sera assimiliado ao plantel, tanto para inseminacdo artificial de matrizes
quanto para a fertilizacdo in vitro. Ademais, as biotecnologias apresentam melhores
resultados quando realizadas utilizando sémen fresco no entanto existem diversos fatores
que limitam o manejo de sémen fresco. Diante dessas limitagdes a criopreservacao se
apresenta como uma estratégia reprodutiva de grande importancia, uma vez que permite
utilizar material genético superior de maneira estratégica para aumentar a qualidade
genética e a produtividade do plantel (PAPA, 2020).

Diante do cenario apresentado e das possibilidades de potencializar a eficiéncia
dos rebanhos brasileiros utilizando as técnicas reprodutivas, o presente trabalho tem como
principal objetivo discutir a biotecnologia de criopreservacdo de sémen de garanhdes
equinos através de uma breve revisdo de literatura abordando os aspectos fundamentais
da criopreservacéo, vantagens e limitacGes dessa técnica e sua importancia nos programas
de melhoramento genético e no aumento de produtividade de plantéis equinos.
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Criopreservacao

A preservacdo de material bioldgico em baixas temperaturas € uma técnica antiga
utilizada para melhorar a eficiéncia reprodutiva. Em 1957 foi relatada a primeira
inseminacdo artificial utilizando sémen equino criopreservado acarretando na primeira
gestacdo equina do mundo utilizando essa técnica. Desde entdo, os estudos prosseguiram
e atualmente a criopreservacdo tém sido apontada como uma das biotecnologias
reprodutivas mais expressivas na reproducdo de equinos e de diversas outras espéecies
(AL-KASS; MORRELL, 2024).

Os programas de melhoramento genético identificam através de avaliacGes
detalhadas os animais que apresentam atributos fenotipicos desejaveis e genes favoraveis
que possam ser replicaveis e expressos nos descendentes. Essa selecdo permite a
propagacdo estratégica desses genes no plantel, permitindo ao produtor decidir
estrategicamente o momento da inseminacdo (CAMARGO, 2023).

A criopreservacdo possibilita um melhor aproveitamento e valorizacdo de
garanh@es geneticamente superiores, possibilita inseminar um maior nimero de fémeas
por ano, armazenamento e preservacdo do material por tempo indeterminado, facilita o
transporte e a comercializacdo do material genético a plantéis geograficamente distantes
e possibilita continuidade nos programas de melhoramento genético mesmo em caso de
perda do animal (VITA etal., 2011; SQUIRES et al., 2013).

E importante ressaltar que todas as etapas relacionadas & aplicacdo de
biotecnologias reprodutivas como inseminacéo artificial (1A) e transferéncia de embriéo
(TE) sdo diretamente influenciadas pela qualidade do sémen utilizado. Sendo assim,
podemos considerar que a criopreservacao € uma biotecnologia complexa e que deve ser
realizada de forma consciente e responsavel desde a coleta do material até o congelamento
e armazenamento dele. O manejo inadequado do sémen durante as etapas de coleta e
congelamento podem comprometer a qualidade do material e, consequentemente, a
eficacia de outras biotecnologias que demandem esse material como recurso (AL-KASS;
MORREL, 2024).

O processo de criopreservacdo apresenta efeitos negativos na morfologia e
funcionalidade dos espermatozdides, podendo comprometer a fertilidade do sémen.
Diversos estudos apresentaram dados referentes a reducdo na taxa de prenhez em
protocolos de IATF (inseminacdo artificial em tempo fixo) utilizando sémen congelado,
apontando que essa taxa pode alcancar até 75% de reducdo ao ser comparado com
protocolos utilizando sémen fresco (OLIVEIRA et al., 2013; JOHANNISSON et al.,
2023; AL-KASS; MORREL, 2024).

Entretanto a taxa de prenhez utilizando sémen congelado pode ser otimizada
utilizando maiores quantidades de sémen na inseminacdo artificial (maior nimero de
palhetas) ou utilizando amostras de sémen que apresentem maior concentragdo
espermatica (VITA et al., 2019). A associacdo de diluidores e crioprotetores consegue
proteger os espermatozdides dos efeitos negativos que ocorrem no processo de
criopreservacdo aumentando, consequentemente, a taxa de prenhez em plantéis que
utilizam essa biotecnologia como alternativa para 0 armazenamento e a preservacao do
material genético (REIKOVA et al., 2022).

A criopreservacdo é uma biotecnologia reprodutiiva amplamente utilizada para
melhorar a eficiéncia reprodutiva e engloba as etapas de exame androlégico e selegéo de
garanhdes; coleta, manejo e transporte do sémen; eficacia e eficiéncia de diluidores e
crioprotetores; congelamento e descongelamento das amostras de sémen; controle de
conservacao (congelamento) e armazenamento correto para preservacdo das amostras
(CAMARGO, 2023).
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E recomendada a avaliacio androlégica dos garanhdes acompanhada de
espermograma para avaliar aspectos fundamentais do sémen como caracteristicas gerais
(cor, textura, etc); concentracdo (quantidade de espermatozdides por volume de
ejaculado); morfologia, vigor, motilidade e turbilhonamento dos espermatozoides. Cada
amostra de sémen pode apresentar um comportamento especifico ao congelamento, e para
evitar alta variabilidade nas amostras é fundamental selecionar garanhdes que produzam
sémen mais resistentes ao processo de congelamento (AURICH et al., 2020; PAPA,
2020).

A coleta de sémen deve ser realizada por profissional médico veterinario evitando
manejos que possam estressar o animal e reduzindo os riscos de acidentes no manejo. A
coleta pode ser realizada utilizando uma vagina artificial equipada com um copo coletor
e agua aquecida a 45°C. Pode ser utilizado um manequim ou uma fémea em estro para
estimular a monta do garanh&o. Além disso, a introducao do pénis e coleta do ejaculado
deve ser controlada pelo responsavel, caso necessario devem ser utilizados instrumentos
de contencdo para evitar acidentes. Os animais e equipamentos devem ser limpos e
desinfectados e o material coletado deve ser enviado rapidamente ao laboratério de
analises para evitar contaminacOes e perda de viabilidade (VITA etal., 2011).

Efeitos negativos da criopreservacao de sémen de garanhdes

Embora a criopreservacdo seja uma biotecnologia com potencial de melhorar
significativamente as taxas de fertilidade dos rebanhos, esse método de conservacao pode
comprometer a viabilidade espermatica devido as interacdes das baixas temperaturas com
a morfologia e metabolismo dos espermatozéides presentes na amostra de sémen. Os
principais aspectos relacionados a essas interacdes sdo a formac&o de cristais de gelo no
interior das células espermaticas, desidratacdo das células espermaticas e choques
térmicos que afetam o metabolismo espermatico (SQUIRES et al., 2013).

Esses aspectos afetam atributos fundamentais dos espermatozdides como o
metabolismo e a motilidade reduzindo, consequentemente, as taxas de sucesso nas
inseminac@es e outras biotecnologias reprodutivas (PAPA, 2020).

As baixas temperaturas também afetam a composi¢do da membrana plasmatica
dos espermatozoides e reduz a atividade das enzimas acrossomais, responsaveis pela
penetracdo no Ovulo e sobrevivéncia do gameta no trato reprodutivo da fémea
(CAMARGO, 2023).

A membrana plasmaética dos espermatozoides € composta principalmente por
fosfolipideos e proteinas e apresenta estado fluido a temperatura corporal possibilitando
a interacdo com outras moléculas (VITA et al., 2019).

A permeabilidade da membrana é realizada pelas proteinas estruturais que séo
comprometidas em baixas temperaturas devido ao desalinhamento das camadas de
fosfolipideos e proteinas reduzindo ou aumentando a taxa de passagem na membrana
(ALVARENGA; PAPA; NETO, 2017). Sendo assim, os fosfolipideos estruturais da
membrana congelam impossibilitando a movimentagdo das proteinas fluidamente
acarretando aumento na permeabilidade da membrana plasmética e reducdo do
metabolismo espermatico (OLIVEIRA et al., 2013).

Os equinos apresentam menor proporcdo de colesterol na composicdo da
membrana do que outras espécies de mamiferos como bovinos e bubalinos. Essa
caracteristica reduz drasticamente a resisténcia dos gametas as baixas temperaturas (AL-
KASS; MORRELL, 2024).

As células espermaticas sdo submetidas a estresse térmico tanto na etapa de
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congelamento quanto na etapa de descongelamento. Em temperaturas negativas ocorre a
formacdo de cristais de gelo no interior da célula. Esses cristais expulsam a agua
intracelular causando desidratacdo espermatica (OLIVEIRA et al., 2013).

As préticas corretas no manejo de criopreservacdo podem minimizar os efeitos
negativos do congelamento de gametas dos garanhdes. Nesse sentido é necessario
promover uma integracdo correta do congelamento buscando técnicas mais ajustadas e a
utilizacdo de diluidores e crioprotetores para proteger os gametas (AL-KASS;
MORRELL, 2024).

Congelamento e descongelamento de sémen

Na criopreservacgdo ocorre desidratacdo gradativa da dgua intracelular para o meio
extracelular. Entretanto, nas etapas de congelamento e descongelamento dos gametas
devem ser evitados cendarios que promovam a cristalizacéo intracelular e a desidratacédo
incorreta dos espermatozoides no decorrer dessas etapas (AURICH et al., 2020).

Para isso sdo determinadas curvas de congelamento que podem ser lentas ou
rapidas. As curvas de congelamento lentas promovem a desidratagdo gradativa das células
evitando a formacédo de cristais intracelulares enquanto as curvas de congelamento rapida
ndo completam a desidratacdo das células possibilitando a formacdo dos cristais
intracelulares e posterior desidratacdo. A curva de descongelamento deve sempre adotar
a mesma determinacAo utilizada no congelamento (REYKOVA et al., 2022).

Diversos autores recomendam a adocdo de curvas de resfriamento lentas com
reducdo gradativa de aproximadamente 0,5°C por minuto (VITA et al., 2019; PAPA,
2020). Para evitar possiveis danos aos espermatozoides nesse processo devem ser
utilizados produtos como diluidores (ou extensores) e crioprotetores para aumentar a
resisténcia espermatica aos efeitos do congelamento (CAMARGO, 2023).

Os diluidores s@o solugdes que devem ser utilizadas proximas a temperatura
corporal (37°C) em proporc¢oes de 1:1 (Sémen:Diluidor). Os diluidores devem apresentar
caracteristicas bioquimicas semelhantes ao sémen animal como osmolaridade de 350
mOsmol/litro de ejaculado e pH entre 6,7 e 6,9. Em geral, os diluidores apresentam ponto
de congelamento menor que a agua (REYKOVA et al., 2022).

A principal funcdo dos diluidores € estabilizar os elementos da membrana
espermatica e proteger os espermatozoides dos efeitos térmicos indesejaveis. Em equinos
sdo utilizados principalmente diluidores a base de lipoproteinas como gema de ovo e leite
desnatado e solucBes comercializadas que podem conter também minerais, antibioticos e
protetores térmicos como 0 EDTA, solugdes tamponantes e detergentes (OLIVEIRA et
al., 2013).

Os diluidores impedem que as moléculas extracelulares de célcio afetem a
osmolaridade da célula espermatica e aumentam a solubilidade dos fosfolipideos da
membrana promovendo interagdes moderadas da célula esperméatica com o meio
(REYKOVA et al., 2022).

Os crioprotetores sdo substancias com a capacidade de alterar a pressao osmotica
tanto dos gametas quanto dos diluidores atuando como soluto e como solvente no meio
(AURICH et al., 2020). Os crioprotetores penetrantes conseguem atravessar a membrana
plasmatica atuando tanto no interior da célula quanto no meio extracelular enquanto os
crioprotetores ndo-penetrantes atuam somente no meio extracelular (AL-KASS;
MORRELL, 2024).

Em equinos o glicerol € um dos principais crioprotetores utilizado na preservacéo
de sémen de garanhbes, embora esse produto possa causar toxicidade aos
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espermatozéides (JOHANNISSON et al., 2023). O glicerol é um crioprotetor soltvel
com ponto de congelamento inferior ao da &gua que afeta a composicdo lipidica da
membrana afetando sua permeabilidade e fluidez. Dessa forma os crioprotetores evitam
a desidratacéo celular, protegem os gametas e auxiliam na reducdo de danos ocasionados
nos processos de congelamento e descongelamento (COTTORELLO et al., 2001).

Uma vez que o material genético esteja preparado com crioprotetores e diluidores
0 mesmo ¢ refrigerado a 5°C com uma taxa de congelamento de 0,05°C/min durante 20
minutos, em seguida o material é levado a uma taxa de congelamento de -20°C/minuto
até alcancar -130°C. Ao atingir essa temperatura o material & submerso em nitrogénio
liquido até atingir -196°C. Nessa temperatura 0s gametas podem ser preservados por
tempo indeterminado e utilizados estrategicamente para melhorar os indices reprodutivos
do plantel (PAPA, 2020).

Influéncia da criopreservacao na qualidade do sémen equino

A criopreservacdo é uma biotecnologia utilizada para conservacdo de material
genético de garanhdes equinos e essa técnica apresenta pontos positivos e negativos em
relacdo a sua adocdo para preservacdo do sémen. As principais vantagens dessa
biotecnologia estdo principalmente relacionadas a economia de recursos utilizados no
manejo reprodutivo. Os custos de transporte do botijdo de nitrogénio sao
imensuravelmente menores se comparados aos custos para transportar garanhdes ou
matrizes que serdo cobertas (ALMEIDA, 2006). Além disso, a técnica de inseminacdo
artificial utilizando material criopreservado reduz a incidéncia de infec¢bes sexualmente
transmissiveis uma vez que esse método substitui a reproducdo sexuada com monta
natural (AURICH, 2020).

A criopreservacao também apresenta a vantagem de selecionar o material genético
que sera preservado possibilitando escolher garanhfes com genética superior cujo
material genético podera ser usado estrategicamente no melhoramento do plantel, mesmo
em situacdes de auséncia do animal, como cavalos atletas em recuperacéo, doentes, idosos
e até mesmo em casos de perda do animal (OLIVEIRA et al., 2013).

A biotecnologia de criopreservacdo apresenta a desvantagem de nao contar com
protocolos de congelamento definidos e estruturados que assegurem o aumento da taxa
de prenhez no plantel (OSORIO et al., 2008). Isso ocorre pelo fato de muitos gametas ndo
sobreviverem aos processos de congelamento e descongelamento que apresentam efeitos
deletérios sobre os gametas. Sendo assim, existem limitacbes da técnica quanto a
qualidade do material submetido a criopreservacdo apds descongelamento resultando em
taxas de prenhez inferior & mesma técnica utilizando sémen fresco ou resfriado (GOMES
etal., 2002).

Dessa forma, a integridade e a qualidade do material genético criopreservado
sofrem influéncia direta tanto da qualidade espermatica quanto das técnicas utilizadas no
resfriamento da amostra. A busca pela qualidade na criopreservacdo aumenta 0s custos
relativos aos processos de congelamento e preservacao (LOVE, 2002).

Em sua conformacao os espermatozoides apresentam componentes espermaticos
responsaveis pela sobrevivéncia do gameta no trato reprodutor da fémea, penetracéo dele
no ovocito e pela fecundagdo. Esses componentes englobam os processos metabolicos
envolvidos na sintese de proteinas que serdo utilizadas na producao de plasma seminal e
energia utilizada para a motilidade progressiva do espermatozoide (CAMARGO, 2023).
A falta de energia ou de volume no sémen impedem que 0s espermatozoides sobrevivam
no trato reprodutor feminino e alcancem o 6vulo (COTTORELLO et al., 2001).
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As enzimas acrossomais sdo estruturas localizadas na regido anterior do
espermatozéide que sdo responsaveis pela penetracdo do gameta masculino na membrana
do ovdcito, caso essas enzimas sejam comprometidas o espermatozoide nao consegue
penetrar a membrana uma vez que essas enzimas dissolvem a zona pellcida do ovocito e
permitem a fusdo entre os nucleos das células gaméticas (AL KASS; MORREL, 2024).

O comprometimento de qualquer uma das estruturas espermaticas impede que
ocorra a fecundacdo. Os processos de congelamento e descongelamento promovem
alteragOes irreversiveis a integridade espermatica comprometendo a viabilidade das
amostras criopreservadas (GOMES et al., 2002). Os gametas equinos sao sensiveis ao
choque térmico, podendo nesses processos alterarem sua conformacdo e apresentar
movimentacdo lenta, circular ou retrograda ocasionada por reducdo na producdo de
energia ou rompimento de estruturas celulares como membranas, acrossomas e flagelos
(OLIVEIRA et al., 2013).

O congelamento compromete a fluidez da membrana plasmética impossibilitando
a movimentacao de proteinas, limitando sua permeabilidade e transporte ativo (VITA et
al., 2011). O manejo correto de criopreservacdo considera um congelamento gradativo
utilizando uma curva Otima de congelamento que ndo seja muito lenta causando
desidratacdo celular e nem seja muito rapida causando a cristalizacdo de componentes
intracelulares. Ambos 0s processos causam danos a célula espermatica e podem
comprometer sua viabilidade (LOVE, 2002; AURICH, 2020).

O processo de descongelamento também se apresenta como um fator limitante da
qualidade espermaética, sendo indicado que esse processo seja realizado utilizando o
mesmo protocolo do congelamento. Diversos protocolos adotados na criopreservacao de
sémen equino resultam em taxas de sobrevivéncia espermaética inferiores a 50% ap6s 0
descongelamento. A taxa de concepcdo também é comprometida uma vez que 0s
espermatozéides sobreviventes ao processo de descongelamento podem apresentar uma
qualidade espermatica inferior ocasionada pelos danos celulares ocasionados pela
criopreservacao (PAPA, 2020).

Nesse contexto, a criopreservacao utiliza mecanismos de protecdo chamados
crioprotetores para reduzir os danos espermaticos do congelamento. Entretanto, a
qualidade espermatica também é influenciada pelo manejo realizado em todas as etapas
da criopreservacdo. A adoc¢do de boas praticas de higiene e de protocolos estruturados de
coleta, preparacdo, congelamento e descongelamento das amostras é um fator
determinante nos resultados obtidos no desempenho reprodutivo dos animais (AURICH,
2020).

Etapas da criopreservagdo de sémen equino

O processo de criopreservacdo de sémen equino se inicia na coleta, avaliacdo e
selecdo do sémen que sera criopreservado. A coleta é realizada utilizando uma vagina
artificial com &gua na temperatura entre 48 a 55°C (LOOMIS, 2006). O material coletado
é filtrado para separar a parte gelatinosa e o restante da amostra deve ser submetido ao
exame androldgico para avaliar anormalidades morfolégicas ou funcionais como o
esgotamento das reservas espermaticas (SQUIRES et al., 2013).

As amostras filtradas sdo avaliadas utilizando um microscopio eletronico para
identificar alteracdes no aspecto geral, coloragéo, cheiro, concentragdo espermaética, vigor
e motilidade dos espermatozoides (LOVE, 2002). Na selecdo para o congelamento €
desejavel que o ejaculado apresente uma concentragdo superior a 60 milhdes sptz/mL de
sémen e uma taxa de motilidade progressiva superior a 50% do total de espermatozoides
(CAMARGO, 2023).
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A segunda etapa da criopreservacdo é a centrifugacdo do sémen. Para realizar a
centrifugacdo é necessario primeiramente diluir o sémen para aumentar o volume da
amostra. A amostra filtrada do ejaculado é diluida em meio extensor pré-aquecido a 37°C
até alcancar uma concentracdo de 50 x 106 sptz/MI (REYKOVA et al., 2022). Os
principais diluidores utilizados nesse processo sdo o EDTA associado a glicose, citrose
ou lactato, leite UHT desnatado, entre outros. O sémen diluido é transferido para tubos
de ensaio de 15 a 50 mL e centrifugado por aproximadamente 15 minutos. O objetivo da
centrifugacdo é remover parcialmente o plasma seminal e aumentar a concentracéo
espermatica da amostra (ALVARENGA et al., 2005).

Estudos apontam que uma maior concentracdo de plasma seminal na amostra
diluida pode acarretar em reducdo de motilidade espermatica. Sdo recomendadas como
boas préticas reduzir a concentracdo de plasma seminal a valores inferiores a 5% para
melhorar a taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides criopreservados (LOVE, 2002;
ALMEIDA, 2006). Entretanto, a composi¢do do plasma é influenciada por multiplos
fatores e apresenta grande variacao entre os individuos. A variacdo dos componentes afeta
as caracteristicas de qualidade da criopreservacdo podendo ocasionar um desempenho
reprodutivo inferior devido a influéncia dos componentes no processo de congelamento
(OLIVEIRA et al., 2013).

A terceira etapa € a crioprotecdo, que é fundamental nesse processo, uma vez que
utiliza um composto crioprotetor para evitar danos celulares aos gametas aumentando a
taxa de sobrevivéncia e viabilidade do sémen criopreservado. Os crioprotetores protegem
as células e tecidos espermaticos durante o congelamento amenizando os efeitos do
choque térmico na qualidade da amostra (VITA et al., 2019).

O glicerol € o crioprotetor mais utilizado na criopreservagdo de sémen em diversas
espécies animais, porém diversos estudos apontam que esse composto pode causar danos
na qualidade do sémen ap6s descongelamento como a reducdo da motilidade espermatica
e desnaturacdo de proteinas. Esses danos reduzem a taxa de fertilidade das amostras e
afetam sua capacidade de congelamento (OLIVEIRA et al., 2013, PAPA, 2020).

Dessa forma, outros crioprotetores sao utilizados para contornar os efeitos
negativos do glicerol. Podem ser utilizados crioprotetores alcodlicos como o etileno-
glicol ou a base de amidas como a dimetilformamida, o metilformamida e o
dimetilacetamida. As amidas apresentam resultados superiores em termos de motilidade
espermatica, possivelmente associado ao menor peso molecular em comparacdo ao
glicerol, que favorece o processo de criopreservacdo (ALMEIDA, 2006; SQUIRRES et
al., 2013).

O estudo de Gomes et al. (2002) sugere que o glicerol utilizado como crioprotetor
apresenta desempenho inferior em animais da raca Mangalarga Marchador,
possivelmente ocasionadas por caracteristicas individuais da raca que reduzem o
potencial de congelamento do sémen associado ao glicerol, apresentando resultados
superiores ao utilizar crioprotetores a base de aminas.

A etapa seguinte compreende o envase das amostras crioprotegidas. O envase das
amostras de sémen pode ser realizado utilizando pellets, ampolas ou tubos. Em equinos
sdo principalmente utilizadas palhetas plasticas de 0,5 mL, principalmente por
proporcionar uma curva de congelamento mais uniforme das amostras e armazenar um
volume maior de sémen (ALVARENGA et al., 2005).

A (ltima etapa da criopreservacdo € o congelamento. A maior parte dos
protocolos de congelamento adotados utiliza uma curva de congelamento répida de -
60°C/min. As palhetas sdo expostas horizontalmente a 3 cm acima do vapor de nitrogénio
liquido (LOOMIS, 2006).
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Para obter melhores resultados nos protocolos de resfriamento e congelamento
das amostras devem ser considerados fatores de influéncia como o crioprotetor utilizado,
quantidade de plasma na amostra, diluidor escolhido, caracteristicas inerentes do
espermatozdide e, principalmente, o protocolo de congelamento adotado (AURICH,
2020). O congelamento também pode ser realizado em maquina computadorizada de
congelamento, utilizando diferentes opgdes de taxas e curvas de congelamento. As curvas
adotadas em maquinas de congelamento utilizam duas curvas de congelamento, sendo
uma curva de congelamento de -10°C/min, da temperatura de 20°C até atingir -15°C e
outra curva de -15°C/ min de -15°C até atingir -120°C, quando as palhetas sdo
mergulhadas em nitrogénio liquido (COTTORELLO et al., 2001)

O descongelamento de amostra deve seguir o mesmo protocolo adotado no
congelamento das amostras. O descongelamento das palhetas de 0,5 mL, deve ser
realizado gradativamente em banho-maria com temperatura entre 60 e 70°C por 6 a 7
segundos (VITA et al., 2019).

Consideracoes finais

As biotecnologias reprodutivas sdo ferramentas fundamentais em programas de
melhoramento genético que busquem melhores resultados no desempenho reprodutivo de
seus plantéis. As mesmas sdo ferramentas estratégicas para propagar genes de interesse
nos descendentes e melhorar os ganhos econdmicos da produgdo utilizando genética
superior.

A qualidade do material genético utilizado em técnicas como a inseminagao
artificial, a transferéncia de embrides entre outras ¢ determinante para alcangar melhores
resultados reprodutivos utilizando essas técnicas. Devido a isso, € necessario realizar um
controle de qualidade em todas as etapas relativas a coleta e preservagdo dos gametas.

Em equinos a IA ¢ amplamente utilizada para alcancar melhores indices
reprodutivos utilizando material genético superior para melhoramento genético. A
criopreservacdo ¢ uma biotecnologia utilizada para o armazenamento de sémen de
garanhdes selecionados e utilizacdo estratégica desse material genético em programas de
reproducao.

A criopreservagao possibilita o transporte e comercializagdo do material genético
selecionado a diferentes regidoes, mantém a viabilidade dos gametas selecionados por
longos periodos de tempo, possibilitando inclusive prosseguir em programas de
melhoramento genético mesmo que ocorra perda do garanhao.

Obviamente ainda sdo necessarios estudos sobre os diversos fatores que podem
afetar a criopreservacdo do sémen equino e as particularidades relativas as diferentes
racas. Uma vez que diversos estudos apontam uma taxa de prenhez inferior utilizando
sémen congelado em comparagdo ao fresco e a toxicidade do glicerol aos
espermatozoides enquanto crioprotetor.

Embora essa biotecnologia reprodutiva apresente diversos desafios na
implementagdo, a criopreservacdo de s€émen de garanhdo ¢ uma ferramenta eficaz no
melhoramento reprodutivo e genético dos plantéis equinos.

O periodo de estagio assim como a elaboragdo desse portifolio foram etapas
fundamentais para minha formagao pessoal e profissional. Pude desenvolver e colocar em
pratica os conhecimentos assimilados durante a graduacao e integrar os conhecimentos
adquiridos nas disciplinas do curso com as praticas de exercicio profissional.

Além de ampliar meus conhecimentos em relacdo as principais biotecnologias
utilizadas na reprodugdo de equinos também adquiri novos conhecimentos nessa area, o
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que me estimulou a buscar cada vez mais novos conhecimentos através da leitura de
artigos e contato direto com excelentes profissionais da area durante a vivéncia do estagio
obrigatorio.

Os aprendizados adquiridos nas disciplinas ministradas no curso foram de extrema
relavancia para a minha formagao, pois me deram base para aplicar de maneira pratica o
que havia visto na teoria construindo uma vivéncia profissional pratica da profissdo que
escolhi para minha vida.

Espero que esse trabalho sirva como base para futuros pesquisadores e
profissionais que tenham interesse nessa area tao diversa, enriquecedora e que permanece
constantemente em transformacdo. Que os conhecimentos compartilhados nesse
portifolio possam colaborar e enriquecer com o desenvolvimento de novos
conhecimentos e estimular futuros profissionais da area.
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