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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar parametros de qualidade seminal in vitro de diferentes garanhdes
correlacionando com o tempo, com finalidade de se obter uma técnica com maior repetibilidade, e que
auxilie no incremento dos resultados no uso de sémen congelado equino. Foram utilizadas amostras
criopreservadas de s€émen de 4 garanhdes da raca Quarto de Milha, em 5 repeti¢des, submetidos a TTR nos
tempos 0, 30, 60 e 90 minutos. Foram avaliadas a cinética espermatica, a integridade de membrana e
acrossomica, a morfologia espermatica,e realizada comprovacao de viabilidade in vivo. A analise dos dados
foi realizada pelo Statistical Analysis System (SAS), em modelos lineares mistos com parcelas repetidas no
tempo, adotando estrutura de covariancia autoregressiva. E as médias comparadas pelo teste de Tukey
Kramer. As correlagdes entre as variaveis em estudo foram avaliadas pelo coeficiente de correlagdo de
Spearman. Foi observada uma interagdo significativa nos parametros Reprodutor, Tempo e interagdo
Reprodutor x tempo (p < 0,001) na cinética espermatica, indicando individualidade entre garanhdes em
termos de longevidade espermatica. Essa individualidade se repetiu na integridade de membrana, onde
apenas um dos garanhdes manteve membrana integra sem diferenca significativa até os 90 minutos pos-
TTR, enquanto os demais reprodutores obtiveram diferenga na integridade de membrana aos 30 e aos 60
minutos, respectivamente. Ndo houve diferenca nas anormalidades espermaticas ou na integridade de
acrossoma entre tempos ou reprodutores. Das éguas inseminadas 50% (5/10) apresentaram embrido ou
prenhez e todos as amostras seminais apresentaram pelo menos 1 égua prenhe ou produziram embrides. O
estudo demonstrou claramente a individualidade dos reprodutores e a necessidade de mais conhecimento
das caracteristicas seminais de longevidade espermdtica de cada garanhao a fim de se padronizar protocolos
de IA levando-se em considera¢do a individualidade do garanh@o para se determinar o0 momento mais
adequado para a inseminacdo de acordo com o tempo da ovulagdo, mantendo-se indices de fertilidade
favoraveis.

Palavras-chave: Equino; criopreservacao; longevidade espermatica.
Abstract

The aim of this study was to evaluate parameters of seminal quality in vitro of different stallions
correlating with time, in order to obtain a technique with greater repeatability, and that helps to increase
results in the use of frozen equine semen. Cryopreserved semen samples from 4 Quarter Horses stallions
were used, in 5 replicates submitted to TTR at times 0, 30, 60, and 90 minutes. Sperm kinetics, membrane
and acrosome integrity, sperm morphology were evaluated, and in vivo viability was demonstrated. Data
analysis was performed by the Statistical Analysis System (SAS), in mixed linear models with plots repeated
over time, adopting autoregressive covariance structure. And the means compared by the Tukey Kramer
test. The correlations between the variables under study were assessed using Spearman's correlation
coefficient. A significant interaction was observed also in the parameters Breeder, Time and Breeder x time
interaction (p <0.001) in sperm kinetics, indicating individuality between stallions in terms of sperm
longevity. This individuality was observed also in the membrane integrity, where only one of the stallions
preserved intact membrane without significant difference until 90 minutes after TIR, while the other
breeders obtained a difference in membrane integrity at 30 and 60 minutes, respectively. There was no
difference in sperm abnormalities (or acrosome integrity) among time or stallions. Of the inseminated
mares 50% (5/10) presented embryo or pregnancy and all seminal samples presented at least 1 pregnant
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mare or produced embryos. The study clearly demonstrated the individuality among breeders and the need
for more studies on semen characteristics of sperm longevity in order to standardize Al protocols taking
into account the individuality of the stallion to determine the most appropriate time for insemination
according to the time of ovulation, in order to maintain favorable fertility rates

Keywords: Equine, criopreservation; sperm longevity
Introducao

Técnicas de criopreservagdo de s€émen representam uma importante ferramenta na conservacao e
disseminagao genética para espécie equina, uma vez que, maximizam o uso de reprodutores que apresentam
bom desempenho morfoloégico e funcional e formam um banco genético disponivel por tempo
indeterminado (Alvarenga et al., 2016). Todavia, apesar de suas vantagens, esse processo possui limitacdes
que geram entraves para sua disseminac¢do. Algo que pode levar ao aparecimento de danos muitas
vezes irreversiveis aos espermatozoides, como perda de motilidade, alteragcdes estruturais e
funcionais da membrana espermatica e, consequentemente, diminui¢do do poder fecundante (Santos
etal.,2015).

Também ¢ importante salientar que, no geral, variaveis como a auséncia de selegdo genética para
caracteristicas de fertilidade e a individualidade reprodutiva de cada garanhao, muitas vezes nao sao levadas
em considera¢do, mas estdo diretamente relacionadas a capacidade de criosobrevivéncia das células
espermaticas. Diferencas na estabilidade espermatica em relagao ao processo de criopreservagao podem ser
observadas, resultando em dano e disfungdo celular, sendo a membrana plasmatica o local primario das
lesdes celulares oriundas de criopreservacao (Sieme et al., 2015).

E conhecido que o potencial de fertilizagdo do espermatozoide depende da integridade fisica e
funcional de sua membrana e, dessa forma, a utilizagdo de um unico teste laboratorial é incapaz de
determinar a fertilidade seminal. Todavia, para se estimar a qualidade de uma amostra de sémen, diferentes
técnicas podem ser realizadas para avaliar as caracteristicas fisicas do ejaculado, a motilidade e longevidade
dos espermatozoides e a funcionalidade e integridade estrutural das membranas espermaticas (Alvarenga
etal.,2016).

O conhecimento prévio da qualidade espermatica dos garanhdes através da utilizagdo de testes na
avaliag@o das injurias permite que sejam criados protocolos de congelamento e descongelamento menos
danosos as células espermaticas, ocasionando assim, minimizagcdo do impacto negativo nos indices de
fertilidade (Loomis, 2001; Sieme et al., 2015).

De forma geral, a avaliagdo da motilidade tornou-se um recurso muito utilizado para se obter
informagdes quanto aos efeitos da criopreservagdo sobre a célula espermatica, sendo empregada em
diversos estudos com o objetivo de se comparar diluentes e dilui¢des, métodos de resfriamento e congelagdo
(Loomis, 2001; Gibb, Aitken, 2016). Uma vez que, a motilidade ¢ considerada um elemento fundamental
para a fecundagdo, onde um dano irreversivel pode representar perda da fungdo celular. Assim, pode ser
avaliada de modo subjetivo ou através do Computer AssistedSpermAnalysis (CASA), que tem um papel
importante e crescente para a garantia da qualidade de produto de sémen comercializados para inseminag&o
artificial de equinos, mas também de bovinos e suinos (Amann, Waberski, 2014).

Todavia, desde 1988 o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) recomenda o emprego
do teste de termorresisténcia (TTR), como técnica complementar, mas ndo menos importante, na avaliagdo
de sémen das diferentes espécies animais (Dimitropoulos, 1967). A longevidade dos espermatozoides
diluidos e descongelados pode ser estudada através do TTR, que avalia a motilidade e o vigor espermaticos
no tempo zero (momento quando o sémen ¢ descongelado) e pode ser dividida em TTRL (Teste de
Termoresisténcia Lento) que consiste na incubagdo de uma amostra de s€émen a 38°C durante 5 horas; o
TTR fisiologico (36°C/3h) e o TTR rapido (46°C/30 min). Contudo, este tipo de analise pode ser afetado
pelo efeito do ejaculado método de congelamento e efeitos do tempo incubacdo (Aidar, 2013; Vita et al.,
2019).

Em vista disso, o trabalho teve como objetivo avaliar parametros de qualidade seminal in vitro de
diferentes garanhoes durante o teste de termorresisténcia, com o propdsito de se obter uma técnica com
maior repetibilidade, e que auxilie no incremento dos resultados no uso de sémen congelado equino.

Rev Bras Reprod Anim, v.47, n.4, p.804-815, out./dez. 2023 805



bl.)Brandio et al. Influéncia do tempo na fertilidade do sémen descongelado de garanhdes da raga Quarto de
Milha

Material e Métodos
Obtencao e local de analise das amostras

Foram utilizadas amostras criopreservadas de sémen de quatro garanhdes da raga Quarto de Milha,
de corrida, com idades entre 06 e 12 anos, oriundos do Haras Monte Verde (Sairé/PE) que foram
denominados de G1, G2, G3 e G4. Todos os procedimentos envolvendo animais teve a anuéncia da
Comissio de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE),
sob licenga n°® 013/2019 CEUA/UFRPE. O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Andrologia
(ANDROLAB) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Laboratério de Reprodugao
Animal de Pernambuco (LABRAPE) da Universidade Federal do Agreste de Pernambuco (UFAPE).

Analises laboratoriais
Teste de termorresisténcia

Foram utilizadas amostras criopreservadas de sémen de 4 garanhdes da raga Quarto de Milha,
em 5 repeti¢des, submetidos a teste de termorresisténcia avaliando tempo 0, 30, 60 ¢ 90 minutos.

Cinética espermdtica

Para determinacgao da cinética espermatica, uma palheta de sémen congelado de cada garanhdo
foi descongelada em banho-maria, a 37°C, por 30 segundos. Em seguida, um volume de 2,5 pL de cada
amostra foi disposto sobre lamina e coberta por laminula, pré-aquecidas a 37 °C; posteriormente, as
laminas foram avaliadas por microscopia de contraste de fase e as imagens captadas por camara de
video. As amostras foram avaliadas com cinco repeti¢des cada, com intervalos distribuidos nos tempos
(T), sendo o T10, considerando-se 10 minutos, o T30 de 30 minutos, T60 de 1 hora e o T90 de 1 hora
e 30 minutos ap6s o descongelamento.

As amostras foram avaliadas quanto aos padroes de movimento, observando-se cinco campos
aleatorios € um numero minimo de 150 espermatozoides utilizando-se o sistema Computer
AssistedSpermAnalysis (CASA) (Amann, Waberski, 2014). Os parametros avaliados da motilidade
espermatica pelo sistema foram: motilidade total (MT; %), motilidade progressiva (MP; %), velocidade
de trajeto (VAP; um/s), velocidade em linha reta (VSL; um/s), velocidade curvilinear (VCL; um/s),
amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH; pm), frequéncia de batimentos (BCF; Hz),
retilinearidade (STR; %), indice de oscilagdo (WOB; %); linearidade (LIN; %). O sistema CASA foi
configurado com os seguintes parametros: temperatura — 37 °C, magnificagdo - 100x, imagens por
segundo - 25, area de cabega - 20 a 70 um2, VAP - lentos 10 pm/s < médios 45 pm/s < rapidos 75
um/s, progressividade - 80% STR e movimento circular - 50% LIN.

Integridade da membrana plasmatica (IMP)

Para essa avaliacdo, as amostras foram coradas com o método de coloragdo dupla com
Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) e Iodeto de Propidio
(IP; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) modificado por Coleto et al., 2002. Volume de 30 pL de
sémen diluidas em 150 pL de Tris (3,605 g de Tris; 2,024 de 4cido citrico; 1,488 g de frutose, 100 mL
de 4gua bidestilada; pH 6,8), contendo 5 pL de DCF (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 pL de IP (0,5
mg/mL em PBS), incubadas por 10 minutos a 37 °C e fixadas com solu¢do tampao fosfato salina
adicionada de 0,5uL de glutaraldeido. Um total de 200 espermatozoides foi avaliado em microscépio
de epifluorescéncia, com aumento de 400x, usando filtro de imersdao DBP 580-630 nm e excitagdo DBP
485-520 nm. Foram considerados espermatozoides com membrana intacta, os que se apresentaram
marcados em verde, e com membrana plasmatica danificada, os marcados em vermelho.

Integridade do acrossoma (IAC)

Para avaliagdo desse parametro, os espermatozoides foram corados com Isotiocianato de
Fluoresceina conjugado a Peanutagglutin (FITC-PNA Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) de acordo
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com técnica descrita por Roth et al., (1998). Foram utilizados 5 pL. de sémen para preparacao de esfregaco,
que foi seco ao ar. Foi preparada uma solugdo de FITC-PNA para uso com concentragdo final de 100
pg/mL, a partir de uma solucdo estoque de FITC-PNA (1mg/mL) e PBS na proporgao de 1:10.

Aliquotas (10-20 pL) desta solu¢do foram colocadas sobre os esfregacos, os quais foram
incubados por 15 minutos em cdmara imida a 4 °C, na auséncia de luz. Apos a incubagdo, as laminas
foram lavadas duas vezes em solugdo de PBS, refrigerada (4°C), e dispostas para secar na auséncia de
luz. Imediatamente antes da avaliago, 5 pL de meio de montagem (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS
¢ 5 mg de p-phenylenediamine) foi colocado sobre a ldmina ¢ a mesma coberta com laminula. Foram
avaliados 200 espermatozoides por ldmina, com aumento de 1000x sob 6leo de imersdo em microscopia
de epifluorescéncia, usando filtro de emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitacdo. Os
espermatozoides, foram classificados como portadores de acrossomas intactos, quando apresentaram
regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou acrossomas reagidos/danificados, quando
apresentaram faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabega espermatica, ou ndo apresentaram
fluorescéncia verde em toda regido acrossomica.

Avaliagdo da morfologia espermatica

Foram realizadas analises pelo método de camara umida em microscopio de contraste de fase. Na
qual os espermatozoides ndo sdo corados, e a técnica microscopica ¢ capaz de destacar os contornos
celulares. Proporcionando uma melhor observagdo de defeitos importantes para o diagndstico de um
bom reprodutor, além daqueles relacionados com a fertilizacdo e a formagdo de um futuro embrido
(Reis et al., 2015).

As amostras de sémen foram descongeladas em banho-maria a 37 °C, durante 30 segundos. Em
seguida, depositou-se 10 pL da amostra sobre lamina de microscopia e cobriu-se com laminula. Para
observagdo de pega intermedidria e cauda foi feita a diluigdo em formol-salina (5%) e o sémen levado ao
microscopio de contraste de fase em objetiva de imersdo (aumento de 1000x) para analise, onde foram
contadas 200 células espermaticas de cada amostra, contabilizando-se células normais e apenas um defeito
por célula anormal. Quando observados dois ou mais defeitos na mesma célula, foi registrado em ordem
de prioridade, o defeito maior em relagdo ao menor e, quando observados dois defeitos de mesma
classificagdo, foi registrado apenas o de maior frequéncia/incidéncia (Aratjo e Aragjo, 2010; CBRA,
2013).

Viabilidade in vivo

Para avaliar a viabilidade in vivo, ou coleta de embrides distribuidas aleatoriamente entre os
reprodutores. A ovulagdo das éguas foi induzida através da administracdo endovenosa de 1.500 UI de
hCG quando apresentavam, ao exame ultrassonografico, foliculo de 35 mm e inseminadas na ponta do
corno ipsilateral a ovulagdo, 36 horas pds-indugao.

Analise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS Universityversion). Os
dados em porcentagem foram submetidos a transformagdo angular (Y':arcsen\/Y) e analisados em
modelos lineares mistos (Mixed Procedure) com parcelas repetidas no tempo (Littellez al., 2006), de
acordo com o modelo matematico: Yijk=u+Ai+Tj+(AT)ij+eijk

Em que: Yijkl, resposta; p, constante; Ai, efeito do animal; Tj, efeito do tempo; (AT)ij,
interagdo; e eijk, erro aleatorio.

O fator de medidas repetidas foi o tempo em cada nivel de coleta (animal) (subject), foi adotada
estrutura de covaridncia autorregressiva (AR(1)). As médias (LS-means) foram comparadas pelo teste
de Tukey-Kramer. Para maior clareza os dados foram apresentados em porcentagem.

As correlagoes entre as variaveis em estudo foram avaliadas pelo coeficiente de correlagao de
Spearman. O nivel de significancia adotado foi o = 0,05.

Resultados

A avaliacdo de multiplas caracteristicas espermaticas em uma tnica amostra de sémen com alto grau
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de exatidao e repetibilidade foi realizada através do CASA. A partir das analises realizadas por esse método,
foram observadas diferengas individuais entre os animais utilizados para o experimento e os tempos
testados. Dessa forma, quando observado o fator tempo, constatou-se que para o garanhdo G2 ndo houve
diferenga significativa em quaisquer das variaveis analisadas. O qual também se destacou dentre os demais
animais, quanto a resisténcia ¢ longevidade espermatica.

Quando analisadas as variaveis IMP, IAC e MT, no T90 o resultado foi significativamente menor
que nos tempos TO e T30 para os garanhdes G1, G3 e G4. Ao analisar os individuos, foi possivel observar
que no tempo T60 o garanhido G3 apresentou indices de IMP, IAC e MT inferiores aos observados para os
garanhdes G1, G2 ¢ G4. Em contrapartida, no tempo T90, o garanhdo G2 se sobressaiu em relag@o aos
demais (Tab. 1).

Quanto a avaliagdo de MP, para o garanhao G3 os valores observados nos tempos T60 e T90 foram
inferiores aqueles nos tempos TO e T30. Para o garanhao G4, o indice no tempo T60 foi inferior ao do TO,
e o tempo T90 inferior a todos os outros periodos. Quando analisadas as diferengas entre os animais, foi
observado que os resultados obtidos para o garanhdo G3 foram inferiores aos do garanhdo G2 em todos os
tempos estudados; e inferior ao garanhdo G4 no tempo T60. Ao passo que, o garanhdo Gl apresentou
resposta inferior a todos os garanhdes no tempo T90, e o garanhdo G2, mostrou-se superior aos demais
(Tab. 1).

Para as variaveis LIN, STR, WOB, VCL, VAP, ALH e BCF houve diferenca entre os tempos
analisados para os garanhdes G3 e G4. Para o garanhdo G3, os valores das variaveis nos tempos T0 e T30
foram superiores aos observados em T60 ¢ T90. Enquanto que para o garanhdo G4 os tempos T0 ¢ T30
mostraram-se superiores apenas as do tempo T90. Quando comparado os garanhdes, no tempo T60, o
garanhdo G3 apresentou indices inferiores a todos os outros animais. Enquanto, no tempo T90, o garanhdo
G1 apresentou indices inferiores aos demais animais, e o garanhao G2 foi superior a todos (Tab. 2, 3 e 4).

Na avaliacdo do fator VSL, foi observada uma variabilidade acentuada em relacdo a
termorresisténcia das amostras espermaticas dos diferentes animais. Para o garanhdo G1, os tempos TO e
T30 apresentaram resultados superiores aos do tempo T90; assim como para o garanhdo G3 também os
tempos TO e T30 foram superiores aos tempos T60 e T90. Enquanto para o garanhdo G4, apenas o tempo
TO foi superior ao tempo T90. Quando comparados entre si, foi observado que os garanhdes G2 e G4
mostraram respostas superiores ao garanhdo G3, no tempo T60. Em contraponto, no tempo T90, o garanhdo
G2 se mostrou superior aos garanhdes G1 e G3 (Tab. 4).

No que diz respeito a morfologia das células espermaticas, as mesmas foram contabilizadas e
classificadas em células normais e aquelas que apresentaram defeitos foram divididas em dois grupos, o de
defeitos maiores (relacionados a cabega, acrossoma, pe¢a intermedidria e presenga de gota proximal), e
defeitos menores (relacionados a alteracdes na cauda e presenca de gota distal).

Quanto as células normais, foi observado que o garanhdo G1 apresentou maior nimero quando
comparado aos garanhdes G3 (p=0,0002) e G4 (p=0,0089). E que o garanhdo G2 se sobressaiu quando
comparado ao garanhdo G3 (p=0,0017). Quando avaliados os defeitos menores, constatou-se que o
garanhdo G4 apresentou mais defeitos que G1 (p=0,0089), ndo havendo diferenca entre os demais
individuos. E quanto aos defeitos maiores, foi constatado que o garanhdo G3 apresentou a maior quantidade
de células anormais em detrimento de todos os outros garanhdes (G1, p=0,0037; G2, p=0,0008; ¢ G3,
p=0,0171) (Fig. 1).

Discussao

A longevidade e a resisténcia espermaticas, fatores ligados aos indices de fertilidade dos animais
sdo caracteristicas que estdo possivelmente relacionados ao fator genético de resisténcia celular de cada
individuo aos consequentes danos do processo de descongelamento, determinando a forma como a
membrana celular interage com o crioprotetor, conferindo assim, menor ou maior prote¢do a mesma
(Alvarenga, Papa, 2011; Alvarenga et al., 2016).

Segundo Almeida (2006) ¢ Amorim (2008), o estresse oxidativo ao qual as células espermaticas
sdo submetidas no processo de descongelamento, ¢ um dos fatores que interfere diretamente no
metabolismo celular, reduz a motilidade, e leva a altera¢des, muitas vezes irreversiveis, nas membranas
plasmatica e acrossomal, o que consequentemente, acaba reduzindo a longevidade das células espermaticas.

Além disso, Loomis e Graham (2008), afirmam que ha diferengas inerentes na capacidade
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Tabela 1. Valores das variaveis Integridade da membrana plasmatica (IMP), Integridade do acrossoma (IAC), Motilidade total (MT) e Motilidade progressiva (MP), de
acordo com o animal e o tempo (Média + erro-padrao da média). Para a mesma variavel, na mesma linha, letras maitsculas diferentes diferem pelo teste de Tukey
(P<0,05). Na mesma coluna, letras minusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).]

IMP (%)

IAC (%)

MT (%)

MP (%)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Animal
TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90
Gl 37,1 +£3,5%| 36,6 £4,4* (36,1 £5,3% 0,08 77,4+£4,5 | 68,088 | 750+2,5* |16,5£16,5%%|58,4 + 6,44 52,7 £9,0"*| 41,4 £ 10,6* | 9,8+9,8"F | 26,8+2,9" | 18,9+4,9® | 10,7 +3,4%A | 3,1 +3,1*®
G2 34,0+£4,0% 41,5+£5,5* [344+£2,0%| 285+3,8"" | 83221 | 792+£2,1°A | 82,5+ 1,6 [77,2+23%(73,7+4,3*| 63+4,1 | 56,4+ 63" | 643+£9,0° | 47,1 £33* | 382+£24% | 30,5+4,9* [34,8+5,6"
G3 272+1,9% 27,1 £1,1% 0,008 0,08 78,5+£4,7% | 78,7+ 3.4 0,08 0,0 42,4 +£2,9(352+3 5% 0,08 0,028 17,7 +£2,8% | 12,6 £2,2% 0,08 0,0
G4 373+£2,1%4 37,7+£2,2% [32,5+£209% 0,08 81,1 £2,8%A | 784+24* | 813+1,1%* 0,08 71,7+32%57,3 +8,54| 40,3 £14,4* | 16,8 £10,3%8 | 433 £2,7 26,3 +7348| 16,5+7,58 | 3,6+2,2%

G1 — Garanhdo 1; G2 — Garanhdo 2; G3 — Garanhao 3; G4 — Garanhdo 4; T0 — Tempo zero; T30 — Tempo de 30 minutos; T60 — Tempo de 60 minutos € T90 — Tempo

de 90 minutos.
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Tabela 2. Valores das variaveis Linearidade (LIN), Retilinearidade (STR) e Indice de oscilagio (WOB), de acordo com o animal e o tempo (Média + erro-padrio da
média). Para a mesma varidvel, na mesma linha, letras maitsculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Na mesma coluna, letras minusculas diferentes
diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

LIN (%)

STR (%)

WOB (%)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Animal
TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90
Gl 65,9 +2,68| 62,0+3,84 | 52,7+13,9%4 |12,8+12,828|824+£2,12A| 77,1 £2,9*4 | 62,9+ 16,0°A | 15,7 +15,72B | 80,2 + 1,324 | 80,2 +2,0:4 | 66,6 + 16,824 | 16,2 + 16,228
G2 72,8 +£1,984| 732+0,724 | 732+1,68 | 71,5+£2,6° [86,6+0,7*| 86,9+0,6 | 86,9+0,7°4 | 84,3 +1,3A 84,1 +1,524| 84,3+0,324 | 842+1,2*A | 823 +1,2b4
a3 67,9 +2,124| 68,0+2,024 0,08 0,028 84,4+ 1,324 82,9+1,224 0,08 0,028 80,4 +1,324| 82,0+ 1,62 0,0°B 7,8 +7,8%8
G4 76,4+ 1,724 74,7+0,524 | 59,1 £14,824B| 30,4 £ 18,6*B [89,4 +£0,8*A| 88,6 £0,9%* 69,3 +17,324B|354+21,78|855+1,32A| 842+1,22A |68,0+17,0*AB| 34,3 +£21,0°B

G1 — Garanhdo 1; G2 — Garanhao 2; G3 — Garanhdo 3; G4 — Garanhao 4; TO — Tempo zero; T30 — Tempo de 30 minutos; T60 — Tempo de 60 minutos ¢ T90 — Tempo

de 90 minutos.
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Tabela 3. Valores das variaveis Porcentagem de células rapidas (RAP), Frequéncia de batimentos (BFC) e Amplitude de deslocamento lateral da cabega (ALH), de
acordo com o animal e o tempo (Média + erro-padrao da média). Para a mesma variavel, na mesma linha, letras maitsculas diferentes diferem pelo teste de Tukey
(P<0,05). Na mesma coluna, letras minusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

RAP (%) BFC (Hz) ALH (um)
Tempo (Minutos) Tempo (Minutos) Tempo (Minutos)
Animal
TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90
Gl 9,6 £ 0,424 9,6 £0,4% 9,6 +£ 0,4 9,6 0,4 |96+£044 | 95+0,54 72+2,00°4 1,7+£1,788 | 24+£02% | 25+0,3% 1,7 +£0,5% 0,5+ 0,58
G2 9,4 £0,124 9,4+0,1* 9,4£0,124 9,4+£0,124 | 94£0,124 | 9,6+0,2 9,4 +£0,4% 9,6£03% | 23+£0,22A| 2,4+0,04 2,4£0,124 2,5+£0,124
G3 8,1+1,00 8,1+1,004 8,1+1,00 81+1,00 | 81+£1,024 8,8 +£0,5% 0,08 0,028 1,9+£0,3% | 22+£02% 0,08 0,08
G4 9,1 £0,324 9,1 +£0,3%4 9,1+0,3% 9,1 £0,34 [ 9,1£03* | 9,6+0,54 6,7 £1,72B 33+£2,08 |22+£0,13 | 22£0,1%4 1,5 +£0,424B 0,7 + 0,448

G1 — Garanhdo 1; G2 — Garanhdo 2; G3 — Garanhao 3; G4 — Garanhdo 4; T0 — Tempo zero; T30 — Tempo de 30 minutos; T60 — Tempo de 60 minutos € T90 — Tempo
de 90 minutos.
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Tabela 4. Valores das variaveis Velocidade curvilinea (VCL), Velocidade linear progressiva (VSL) e Velocidade média de trajetoria (VAP), de acordo com o animal e o
tempo (Média =+ erro-padrdo da média). Para a mesma variavel, na mesma linha, letras maitsculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Na mesma coluna,
letras minusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

VCL (pm/s)

VSL (um/s)

VAP (nm/s)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Tempo (Minutos)

Animal
TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90 TO T30 T60 T90
Gl 68,4 +6,024| 61,9+4,024 | 42,011,724 | 10,7 £10,7*B [44,6 £3,02A| 38,0+ 1,9%4 | 26,8+ 7,048 | 68+6,8B |543+4,0A| 494 +2.42A | 345+£93A 8,7+ 8,78
G2 71,7 +£3,44| 71,8 +£2,7*4 | 64,0+5,184 | 63,3+£4,0° [51,6+1,62A| 52,2+1,7*A | 46,7 +3,7*4 | 44,9+ 1,84 60,2 +£2,22A] 60,1 £2,124 | 52,0+£3,32A | 52242604
G3 54,8 £3,824 | 50,1 £2,124 0,08 7,828 37,4+3,28 34,1+1,7%4 0,08 0,028 442 £3,4°4| 41,5+1,9% 0,08 0,028
G4 63,6 £3,024| 532+6,024 | 38,912,524 | 152+9,338 (524 +4,72A| 39,6 £4,2348 |36, £ 14,3248 | 172 £17,2%8 | 52,6+ 1,72A| 44,9+5284 | 31,3+£9,1°AB | 14,1+ 8,728

G1 — Garanhdo 1; G2 — Garanhao 2; G3 — Garanhdo 3; G4 — Garanhao 4; TO — Tempo zero; T30 — Tempo de 30 minutos; T60 — Tempo de 60 minutos ¢ T90 — Tempo
de 90 minutos.
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espermatica, entre os machos, de sobreviver a criopreservagao. Assim, existem particularidades ndo apenas
entre as espécies nas taxas de sobrevivéncia dos espermatozoides, mas também entre individuos de uma
mesma espécie. Essas diferengas provavelmente estejam relacionadas as caracteristicas bioquimicas e
metabdlicas das células espermaticas, determinando assim, a capacidade de criorresisténcia, que por sua
vez sdo determinados geneticamente.

Esses dados corroboram com a maioria dos estudos em sémen equino, nos quais € possivel
constatar a queda dos padrdes relacionados a velocidade e movimento espermaticos conforme o passar do
tempo. A criopreservacgdo e o descongelamento, promovem a cristalizacdo da 4gua e mudangas osmoticas
no meio extracelular, resultando em alteragdes nos componentes da membrana plasmatica, aumentando sua
permeabilidade, diminuindo sua atividade metabdlica, causando danos no acrossoma e em outras estruturas,
alteragdes nas concentragdes de eletrolitos intracelulares, levando a queda significativa da motilidade, ¢
consequente perda da capacidade fecundante (Alvarenga et al., 2016; Vita et al., 2019).

1009 a ac . :
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Figura 1. Morfologia de células espermaticas. Para a mesma condigdo morfoldgica, letras diferentes indicam diferenga
entre os animais, pelo teste de Tukey (p<0,05). G1 = Garanhao 1; G2 = Garanhio 2; G3 = Garanhao 3; G4 = Garanhdo
4.

Todavia, diferentemente do observado no presente estudo, Almeida (2006), demonstrou elevada
taxa nos indices de velocidade no pos-descongelamento. Podendo ser explicado pelo fato de que alguns
garanhdes possuem sémen de boa congelabilidade em detrimento de outros. O que pode justificar a
estabilidade observada nas amostras do garanhao G2 do presente estudo.

Segundo Muradas et al. (2013) e Alamaary et al. (2019), os padrdes de motilidade e velocidade
sd0 importantes parametros a serem levados em consideracdo na avaliagdo de reprodutores. Uma vez que
o espermatozoide necessita de uma boa MP para atingir o oviduto, encontrar e penetrar o oo6cito. Sendo
assim, uma porcentagem de espermatozoides com boa motilidade esta relacionada ao potencial fértil do
sémen. Logo, pode-se afirmar que para os animas estudados, o tempo T30 para a variavel em questdo é o
ideal, visto que, ap6s esse periodo o indice decresce, podendo assim comprometer o transporte dos gametas
até o oviduto em tempo habil para a manutengdo da fertilidade dos garanhdes.

Sendo assim, € possivel afirmar que apesar de alguns animais terem mantido as caracteristicas
seminais por mais tempo que outros, o recomendavel € que o tempo entre o processo de descongelamento
e a utiliza¢do do sémen seja feito em até 30 minutos, uma vez que as caracteristicas gerais serdo mantidas.

Além disso, outra caracteristica que deve ser levada em consideracdo quando da avaliagdo seminal,
¢ morfologia espermatica que fornece informagdes adicionais a espermiogénese, e este dado ¢ de grande
valia, uma vez que os espermatozoides podem possuir boa motilidade, e ainda ter uma incidéncia
relativamente alta de anormalidades morfoldgicas (Neves et al., 2016).

Um reprodutor que apresenta alta taxa de espermatozoides morfologicamente normais possui uma
correlagdo positiva com a taxa de fertilidade. No entanto, a avaliag@o isolada da morfologia espermatica
pode ndo afirmar que o potencial de fertilidade de um ejaculado ¢ alto, mas pode indicar se o potencial de
fertilidade € baixo, principalmente quando houver altas porcentagens de anormalidades espermaticas. Além
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disso, os garanhdes podem ter muitas anormalidades espermaticas e ainda apresentar fertilidade normal
(Silva et al., 2017). Embora deva-se considerar que muitas anormalidades espermaticas nao sao
contabilizadas por examinadores inexperientes.

Apesar de haver individualidade entre os garanhdes estudados e do numero de éguas amostradas ser
limitado sugere-se que o resultado positivo encontrado para viabilidade in vivo, em que as fémeas equinas
apresentaram taxa de prenhez com o uso o s€émen congelado dos garanhdes, seja levado em consideracao,
uma vez que, a maioria dos estudos de viabilidade espermatica sdo conduzidos apenas in vitro, todavia as
observagdes feitas in vivo podem auxiliar na observagao da viabilidade espermatica das amostras estudadas.

Conclusoes

O estudo demonstrou a influéncia dos fatores tempo e individualidade de cada reprodutor nas
provas as quais foram submetidos, e a necessidade de mais conhecimento das caracteristicas seminais de
longevidade espermatica de cada garanhdo a fim de se padronizar protocolos de TA mais eficientes,
levando-se em consideragdo a individualidade do garanhao para se determinar o momento mais adequado
para a inseminagdo de acordo com o tempo da ovulag@o, mantendo-se indices de fertilidade favoraveis.

Foi observado que o sémen pode ser utilizado com seguranca até o tempo T30 minutos apds
descongelamento, uma vez que, até esse periodo de tempo as caracteristicas seminais sdo mantidas sem
comprometimento da fertilidade do sémen, desde que, sejam respeitados os principios de armazenamento
e descongelamento do mesmo.

Além da taxa de prenhez, a correlagdo dos dados in vitro com os achados de provas de campo sdo
importantes para elucidar a viabilidade do s€émen de um reprodutor, uma vez que as provas in vitro podem
predizer, com certo grau de exatidao essa viabilidade, tornando pesquisas na area promissoras.
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