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RESUMO

As colheitas de sémen em equinos sdo realizadas de forma convencional, com vagina artificial
fechada, em que todas as fracGes se misturam. No entanto, a colheita de sémen de forma
fracionada, separa as diferentes fracGes do ejaculado, cada uma dessas fragdes possuem uma
maior ou menor quantidade de plasma seminal, sendo as glandulas sexuais acessorias
responsaveis por sua producdo. Cada garanhdo possui caracteristicas individuais com relacéo
a manutencdo das células espermaéticas durante a criopreservagdo, essas caracteristicas podem
estar relacionadas a producédo do plasma seminal, assim como dos varios componentes. Sabe-
se que existe um efeito deletério desempenhado pelos componentes do plasma seminal
produzido principalmente pelas vesiculas seminais, aos espermatozoides durante o processo
de criopreservacdo, porém, esses fatores ainda sdo desconhecidos. Varias hip6teses sdo
sugeridas, tais como, a reducdo na producdo de lipideos e os tipos de proteinas e ions
presentes em cada uma das fragfes do ejaculado. Sabendo disso, a colheita fracionada pode
trazer beneficios aos espermatozoides, de forma que as primeiras fracdes ndo tenham contato
com o plasma seminal produzido pelas vesiculas seminais, possibilitando uma melhor
manutencdo espermatica durante a criopreservacao.

Palavras-chave: equino, colheita fracionada, sémen.

FRACTIONATED COLLECTION AND THEIR MAIN BENEFITS IN THE
STALLION SPERM CRYOPRESERVATION

ABSTRACT

Equine semen is collected by conventional way, with a closed artificial vagina, where all the
fractions are mixed. However, semen collection discontinuously, separating the different
fractions of the ejaculate, each of these fractions have a greater or lesser amount of seminal
plasma, being the sex accessory glands responsible for their production. Each stud has
individual characteristics with respect to the maintenance of sperm cells during the
cryopreservation, these characteristics may be related to production of seminal plasma as well
as the various components making up. It is known that there is a deleterious effect played by
components of seminal plasma mainly produced by the seminal vesicles, the sperm cells
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during the cryopreservation process, however, these factors are still unknown. Several
hypotheses are suggested such as reducing the production of lipids and proteins and the types
of ions present in each fraction of the ejaculate. Knowing this, the fractional harvest can be
beneficial to sperm, so that the first fraction have no contact with seminal plasma produced by
the seminal vesicles, allowing for better maintenance sperm during cryopreservation.

Keywords: equine, fractionated collection, semen.

COSECHA FRACCIONADA'Y SUS PRINCIPALES BENEFICIOS EN LA
CRIOPRESERVACION DE SEMEN DE CABALLOS

RESUMEN

Las cosechas convencionales de semen equino, son realizadas con vagina artificial cerrada,
donde todas las fracciones seminales quedan mescladas. No obstante, la colecta de semen de
forma dividida o fraccionada, separa las diferentes “fracciones” del eyaculado. Fracciones que
contiene una mayor o menor cantidad de plasma seminal, siendo las glandulas sexuales
accesorias responsables por su produccion. Cada reproductor posee caracteristicas
individuales con relacién al mantenimiento de las células espermaticas durante la
criopreservacion, caracteristicas que pueden estar relacionadas a la produccion del plasma
seminal, o a alguno de sus componentes. Es conocido la existencia de un efecto deletéreo
desempefiado por los componentes del plasma seminal, producido principalmente por las
vesiculas seminales a los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion. Sin
embargo, esos factores se desconocen. Varias hip6tesis son sugeridas, tales como, reduccién
en la produccion de lipidos y los tipos de proteinas e iones presentes en cada una de las
fracciones del eyaculado. Sabiendo esto, la cosecha fraccionada puede traer beneficios a los
espermatozoides, de forma que las primeras fracciones no tengan contacto con el plasma
seminal producido por las vesiculas seminales, posibilitando una mejor manutencion
espermatica durante la criopreservacion.

Palabras claves: equino, cosecha fraccionada, semen.
INTRODUCAO

A inseminacéo artificial vem se tornando um pilar de sustentacdo e evolugéo na criagdo
de equinos, tendo em vista que seu uso traz grandes beneficios na difusdo do material
genético de animais classificados como superiores, dentre eles, campedes em diversas
modalidades de competicdo equestre.

Apesar do avango no uso das biotécnicas reprodutivas, ainda ha grandes desafios para
melhorar os indices reprodutivos na equinocultura, principalmente quando estéo relacionadas
a criopreservacdo das células espermaticas em garanhoes.

Estudos realizados indicam que o plasma seminal (PS) acarreta danos aos
espermatozoides, culminando em prejuizos na qualidade espermatica durante a refrigeracao e
a congelagdo (1), podendo diminuir os indices de fertilidade. Embora o plasma seminal
possua um efeito negativo durante a criopreservacao, existem também evidéncias do seu
papel protetor as células espermaticas (2), dentre elas a prevencdo da capacitagdo prematura
que pode ser induzida durante o processo de congelacéo e descongelacéo (3), afirmando que,
a presenca de pequenas quantidades de PS parece ser necessaria. Segundo Alghamdi et al. (4),
a motilidade espermatica ¢ maior quando a proporcao de PS ¢ < 5% antes da refrigeragdo e
congelacdo, quando comparada a amostras com proporc¢des entre 10-30% no volume do
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ejaculado. Por outro lado, Jasko et al. (5) demonstram que a propor¢do ideal de PS no
ejaculado seja em torno de 5 a 20%, sem que haja um efeito prejudicial durante a
criopreservacdo. Portanto, a centrifugacdo para retirada do PS faz-se necesséria,
principalmente para aqueles garanhdes cujos ejaculados possuem baixa toleréncia a
criopreservacao (1).

Assim, pressupde-se que exista uma variagdo individual do efeito do PS entre garanhdes
(6) e da sua producdo, existindo varia¢cBes na composicdo do PS nas diferentes fracdes do
ejaculado (7). Contudo, em estudos realizados, demonstrou-se que a fracdo rica em
espermatozoides do ejaculado possui uma tolerdncia maior a criopreservacdo quando
comparada as demais fragdes (2,8).

Durante a colheita de sémen de forma convencional, utilizando-se as vaginas artificiais
modelo Missouri, Nishikawa, Hannover, Colorado ou Botucatu, todas as fraces do ejaculado
se misturam e ndo ha possibilidade de separacdo destas. Diante disto, Varner et al. (9)
sugerem que a colheita fracionada poderéa reduzir o efeito deletério do PS ao colher apenas a
fracdo rica em espermatozoides do ejaculado, correspondente a 75% do total de
espermatozoides.

Desta forma, uma alternativa para minimizar as injdrias provocadas pelo PS em
garanh@es que produzem sémen com tolerancia limitada a criopreservacéo, seria a colheita de
sémen fracionada, possibilitando, com isso, identificar as diferentes fracdes e separar a fracao
espermatica com maior percentual de espermatozoides em menor contato com o PS. O
presente trabalho tem por objetivo revisar a colheita fracionada de sémen em garanhdes,
assim como, seus beneficios para as células esperméaticas que serdo submetidas a
criopreservacao.

REVISAO DE LITERATURA
Principais Métodos de Colheita do Sémen Equino
Estimulacdo Manual

O processo de colheita de sémen em garanhdes se iniciou por volta de 1965, em que
utilizava-se a estimulacdo manual do pénis com um saco plastico descartavel sobre a
extremidade do pénis para pegar o ejaculado (10-12). Em dias atuais, esse tipo de colheita
pode ser utilizada em casos especificos, como por exemplo, em garanhdes com paralisia de
pénis ou com déficit de erecdo (13). A partir disso, essa técnica foi aperfeicoada e criou-se um
modelo de vagina artificial caseiro, estilo Mississippi, composta por um tudo de borracha e
latex, uma extremidade com duas camadas de espuma e um acolchoamento de borracha
(10,14).

Colheita Convencional com Vagina Artificial

Desde entdo, as colheitas de sémen em equinos sdo realizadas por meio de uma vagina
artificial, para a realizacdo das colheitas 0 garanhdo monta em manequim ou em uma égua em
estro devidamente contida (10,15).

Diversos modelos de vagina artificial (VA) foram criados, tais como: Hannover,
Missouri, Nishikawa, Colorado, Botucatu, dentre outros modelos, e sdo empregadas
usualmente na colheita convencional de ejaculados de garanhdes em programas de
reproducéo assistida em todo o mundo. Basicamente, esses modelos de vaginas possuem um
tubo rigido, uma mucosa interna de latex, que armazena o liquido para manutencdo da
temperatura interna, em torno de 44 e 50°C, e um recipiente para armazenamento do sémen
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(16,17). A partir do trabalho realizado por Lopes et al. (18), a maioria das colheitas de sémen
usualmente colocam uma mucosa sanitaria interna de plastico, evitando o contato das células
espermaticas com a mucosa de latex, que pode ser prejudicial aos espermatozoides, além de
evitar a transmissdo de doengas venéreas de um garanh&o para outro durante as colheitas.

Apesar das vaginas artificiais convencionais serem as mais utilizadas na rotina dos
haras a nivel mundial, por serem de féacil utilizacdo e praticidade, ndo representam uma
situacdo fisioldgica da monta natural, assim, no volume total da ejaculacdo, todos os fluidos
se misturam em um recipiente Gnico (19,20).

Um ponto critico da utilizacdo da colheita de forma convencional estd relacionada a
contaminacdo bacteriana, de forma que, neste modelo de colheita, o liquido pré-seminal,
assim como todos os jatos de sémen, se misturam, entrando em contato direto com o pénis,
que podera levar a contaminacdo do ejaculado, o que justifica a frequéncia de isolamento
bacteriano sem evidéncia de infeccdo no ejaculado total (21,22).

Alternativas de Colheita de Sémen em Equinos

Outras formas de colheita de sémen mencionadas na literatura sdo: a colheita de sémen
com o animal em estacdo, indicada para aqueles com problemas do sistema musculo
esquelético ou com lesdes neurologicas, impossibilitado-os de realizar a monta,
principalmente quando ocorre em animais idosos (10,13,15); por inducdo farmacoldgica,
utilizado para aqueles garanhdes com distdrbios ejaculatorios, fraturas ésseas com
imobilizacdo de algum membro, disfungdo erétil, paralisia de pénis, em que opta-se pela
utilizacdo de farmacos alfa-adrenérgicos (13,23), além de detomidina, prostaglandina e
ocitocina, que também tém sido estudados (12,23); e a colheita de sémen da cauda do
epididimo, para garanh6es com morte inesperada, causada por colicas, acidentes traumaticos
ou em problemas relacionados a manutencdo dos testiculos, como na hérnia escrotal, ou
outras situacdes que comprometam a utilizacdo futura do material genético (24-27).

COLHEITA FRACIONADA DO SEMEN EQUINO

Inicialmente, a colheita fracionada do sémen equino, com o uso de vagina artificial
aberta, foi descrita por Mann et al. (28), em que foram determinadas as primeiras divisdes do
ejaculado nas fracOes pré-espermatica, rica em espermatozoides, pobre em espermatozoides e
gelatinosa. Esse modelo de vagina artificial permite a separacdo das diferentes fracdes do
ejaculado de acordo com os jatos de sémen, podendo ser usado como um método diagnostico
de patologias das glandulas sexuais acessorias e/ou do pénis, além de permitir uma colheita de
sémen com uma menor contaminagao bacteriana.

Em 1974, Tischner et al. (19),objetivando obter mais informacdes sobre o padrdo
copulatorio e ejaculatério dos garanhdes, realizaram colheitas com o uso de vagina artificial
aberta, a qual denominaram de modelo Krakoéw-72. A partir deste trabalho, pode-se
compreender melhor o processo ejaculatorio dos equinos.

Varner et al. (9) utilizando uma adaptacdo do modelo proposto por Tischner et al. (19) e
utilizaram uma vagina artificial modelo Missouri desprovida do copo coletor que fica
acoplado no final da vagina, com isso, o ejaculado foi dividido em duas fracGes, a primeira
composta pelos trés primeiro jatos de sémen e a segunda, o restante do ejaculado, sendo
colhidas em recipientes diferentes.

Em 1993, um modelo de manequim com simulador de colheita fracionada
computadorizado foi desenvolvido na Finlandia, com o objetivo de separar as fracOes
seminais e minimizar a contaminacdo da fracdo rica em espermatozoides, denominado de
Equidame® (29). E composto internamente por uma vagina artificial e acoplada a ela ha um
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funil metéalico, logo abaixo, existe uma bandeja coletora de sémen que possui cinco
compartimentos onde s&o encaixados os recipientes de colheita conectados a um computador
e, a medida que vao sendo preenchidos com o peso programado correspondente a cada fracao
do ejaculado, essa bandeja se move horizontalmente, sendo necessario apenas uma pessoa
para a realizacdo da colheita (29). Apesar de inovador, seu custo parece ser bastante elevado,
um fator limitante a sua acessibilidade.

Outro modelo de vagina artificial aberta para colheita fracionada foi criado por Fonseca
(17), denominada de vagina experimental articulada, composto por um dispositivo
fracionador que separa o liquido pré-espermatico no primeiro copo, em seguida, 0s trés
primeiros jatos num segundo copo e o restante do ejaculado novamente no primeiro copo,
separando, assim, em duas porcoes.

Em 2011, Kareskoski (30) comparou a colheita fracionada pelo Equidame® a utilizagio
da vagina artificial modelo Missouri com um funil acoplado a uma bainha de “probe”, em que
as fracOes sdo separadas por pingas, demonstrando que ndo houve diferenca entre os dois
métodos.

Apesar de varias formas e modelos de colheitas fracionadas estarem descritos na
literatura, ainda é pouco utilizada na rotina, em alguns casos por se tratar de uma técnica
laboriosa ou pela falta de um método prético que se adeque tanto em pesquisas quanto aos
profissionais que trabalham a campo.

Beneficios da Colheita Fracionada do Sémen Equino

Em comparacdo ao método tradicional, a vagina artificial aberta possui algumas
vantagens assim como, desvantagens. De acordo com Jasko et al. (5), o plasma seminal possui
um efeito deletério sobre a viabilidade das células espermaticas e, sabendo das caracteristicas
ejaculatorias do equinos, por meio de trabalhos descritos a colheita fracionada comecou a ser
utilizada como uma alternativa para minimizar as injdrias provocadas pelo plasma seminal,
sendo também uma op¢do a centrifugacdo para retirada do PS, que acarreta danos aos
espermatozoides intolerantes a esta técnica.

Varner et al. (9) relatam a utilizacdo da colheita fracionada como forma de eliminar o
contato do plasma seminal produzido pelas vesiculas seminais, com a fracdo rica em
espermatozoides e com isso, melhorar a longevidade espermaética, desta forma, foram
colhidos apenas os trés primeiros jatos de sémen e observou-se que inicialmente ndo ha
diferenca de motilidade entre a fragdo rica em espermatozoides comparada ao ejaculado total,
porém, houve diferenca estatistica na motilidade total e progressiva apds algumas horas de
incubacdo. Achados semelhantes foram reportados por Kareskoski et al. (2), sendo a
motilidade total da fracéo rica superior ao ejaculado total pds-descongelacdo. A partir disso,
pode-se concluir que existe um efeito deletério do plasma seminal nas células espermaticas
ainda néo elucidados e, com o passar do tempo, 0 contato prejudica ainda mais a viabilidade
espermatica.

Além disso, também hé evidéncias de que a colheita fracionada diminui a contaminagéo
bacteriana do ejaculado, como demonstrado por Tischner et al. (19), em que os jatos foram
separados individualmente e ndo observou-se crescimento bacteriano em nenhuma das
fracOes, ao contrario do observado nas amostras de ejaculado total, que apresentaram elevado
grau de contaminacdo, além de ressaltar a eficiéncia na separacdo exata das fracdes do
ejaculado por meio da colheita fracionada.

Lindeberg et al. (29) relataram uma diferenca estatistica significativa das unidades
formadoras de col6nias (UFC) apos a refrigeracéo, por um periodo de 24h, quando a colheita
foi realizada de forma convencional, com a vagina artificial Missouri, em comparagdo ao
modelo Equidame® de colheita fracionada entretanto, apds um periodo de 48h, ndo foram
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encontradas diferencas significativas entre os dois métodos. Em relacdo a contagem de UFC
entre as fracOes pré-espermaticas e rica em espermatozoides, colhidos por meio do
Equidame®, ndo houve diferenca e poucas UFC foram isoladas (29). Além disso, quando
esses mesmos autores compararam os valores de motilidade total e progressiva entre 0s
métodos de colheita, ndo houve diferenca estatistica significativa 24 ou 48h apos a
refrigeracdo e apds a descongelacéo.

Uma reducdo das UFC também foi reportada por Fonseca (17), quando os ejaculados
foram colhidos fracionados com a vagina artificial articulada, ao contrario do observado no
ejaculado total, colhido pelo método convencional, apresentando uma elevacdo das UFC.
Porém, esse trabalho ndo mostrou diferenca significativa entre a cinética espermatica da
fracdo rica e a fracdo pobre em espermatozoides logo apds as colheitas.

Sieme et al. (8), demonstraram que o0s primeiros trés jatos de sémen colhidos
fracionados e centrifugados para a congelacdo diferenciaram positivamente em termos de
integridade de membrana e motilidade progressiva apds a descongelacao.

Diferentes resultados foram obtidos por Akcay et al. (6), que afirmaram haver uma
superioridade na integridade de membrana para um “pool” de espermatozoides das demais
fracdes do ejaculado, separados por meio do Equidame® quando comparado a fragdo rica em
espermatozoides, ja em relacdo a motilidade progressiva, ndo houve diferenga entre o “pool”
e a fracdo rica.

Resultados semelhantes foram sugeridos por Kareskoski et al. (2), estes compararam as
diferentes fracdes do ejaculado fracionado, colhidos com o Equidame®, apds a remogéo do PS
por centrifugacdo e ressuspensdo em meio de refrigeragdo, com as mesmas fragcOes, sem a
retirada do PS e apenas diluidas em meio a base de leite. Os resultados mostraram uma
reducdo da motilidade dos espermatozoides em amostras que o PS foi removido, portanto, os
autores sugerem existir uma interacdo positiva da motilidade com a presenca de PS.

Kareskoski (30) encontrou um percentual elevado de fragmentagdo do DNA nas fragdes
rica, pobre e a fracdo correspondente ao ejaculado total quando as amostras foram
refrigeradas com a presencga do PS. Apesar disso, ndo foram encontradas diferengas entre os
parametros de motilidade total e progressiva entre as diferentes fraces do ejaculado apos a
refrigeracao.

Além dos beneficios da colheita fracionada anteriormente citados, uma nova abordagem
de extrema importancia desse método faz-se necessario para garanhdes com vesiculite. Desta
forma, a colheita fracionada foi relatada com sucesso na recuperacdo de espermatozoides de
um garanhdo com piospermia (31,32). Como a fracdo contaminada do ejaculado € a terceira,
produzida pela vesicula seminal, acredita-se que as primeiras fracdes de sémen sdo isentas de
contamina¢do ou pouco contaminadas, tornando possivel a recuperagdo do sémen para
posterior utilizacdo para criopreservacao.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Apesar das diferentes abordagens e achados a respeitos dos beneficios da utilizacdo da
colheita fracionada de sémen de garanhdes, os resultados ainda sdo inconsistentes. Acredita-
se que existam beneficios, porém, talvez tenha relacdo com a individualidade de cada
garanhéo.

Quando as células espermaticas sdo prejudicadas pelo plasma seminal, a colheita
fracionada é o método mais indicado para reduzir esse efeito deletério exercido nos
espermatozoides.

Para garanh®es com oligospermia, a colheita fracionada torna-se um método eficiente
para concentrar as células espermaticas do ejaculado, reduzindo os possiveis danos mecanicos
provocados pela centrifugacdo. Como técnica diagnostico e recuperacdo de células
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espermaticas em garanhfes com patologias das glandulas sexuais acessorias, essa técnica
torna-se uma alternativa de grande aplicabilidade. Apesar das inimeras vantagens, mais
estudos sao necessarios para aperfeicoar a técnica da colheita fracionada.
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