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This paper describes the seminal characteristics of the plasma membrane of frozen-
thawed sperm. Nineteen ejaculates of Nordestino horse breed. The aspects analyzed in the
physical parameters of fresh semen were total and progressive motility and your longevity
after dilution or thawed; sperm morphology, functional and structural integrity of the plas-
ma membrane of the sperm and the sperm-binding ability to the perivitelline membrane
of the yolk (MPV) after thawed. The variables were assessed by ANOVA with post hoc test
of Student Newman-Keuls test (P<0.05). The total and progressive motility were higher in
diluted semen than thawed (P<0.05). The average percentage of the major, minor and total
defects was lower than the limit recommended by the CBRA. The percentage of reactive to
hypo-osmotic swelling test was 14.21+1.12%, the intact membrane detected by supravi-
tally test was 62.22+9.06% and the SYBR-14 was 81.47+26.9. The ability of sperm to bind
to the MPV after thawing semen was 230.39+57.09. The total and progressive motility at
time 0 min of termo resistance test was higher than to 150 minutes (P<0.05), and no diffe-
rence was observed in the times 10 and 30 minutes. The results demonstrate that the use
of additional laboratory tests help in the process of evaluation of samples, making possible
to obtain more reliable and accurate information. Although cryopreservation has caused
decrease in sperm motility and was used diluents with amides to diluted and cryopreser-
vation protocol and this minimized the osmotic damage to sperm cells and maintained the
morphological, functional and structural integrity of the plasma membrane of the sperm.
These results are a reference for future studies since there are no comparative data on this
breed.

INDEX TERMS: CASA, total motility, progressive motility, SYBR-14, hypoosmotic test.

RESUMO.- Este estudo descreveu as caracteristicas semi-
nais, da membrana plasmatica e do acrossoma de esperma-
tozoide congelado/descongelado de 19 ejaculados de gara-
nhoes da raga Nordestina. Os aspectos analisados incluiram
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os parametros fisicos do sémen fresco; a motilidade e a lon-
gevidade do sémen diluido e descongelado; a morfologia es-
permatica, integridade funcional e estrutural da membrana
plasmatica do espermatozoide e a habilidade de ligacdo do
espermatozoide a membrana perivitelina da gema do ovo
de galinha do sémen descongelado. As variaveis foram ava-
liadas pela ANOVA com post hoc teste de Student Newman-
-Keuls (P<0,05). A MT e a MP foram maiores (P<0,05) no
sémen diluido do que no descongelado. A percentagem
média de defeitos maiores, menores e totais foi muito infe-
rior ao limite recomendado pelo CBRA. A porcentagem de
reativos ao HOST foi de 14,21:1,12% e a porcentagem mé-
dia de membranas integras detectadas pelo teste supravital
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de 62,22+9,06% e pela sonda SYBR-14 de 81,47+26,90. O
numero médio de espermatozoides ligados a MPV apds a
descongelacdo do sémen foi de 230,39+57,09. AMT e MP no
tempo 0 min do TTR foi superior (P<0,05) em relacdo a 150
min, nao diferindo nos tempos 10 min e 30 min. Os resul-
tados demonstram que a utilizagao dos testes laboratoriais
adicionais ajudam no processo de avaliacdo das amostras,
possibilitando a obtencido de informacdes mais confiaveis e
precisas. Embora a criopreservagdo tenha provocado queda
na motilidade seminal, o uso de diluidor contendo amidas
minimizou os danos osméticos nas células espermaticas e
manteve a integridade morfolégica, funcional e estrutural
da membrana plasmatica do espermatozoide. Estes resul-
tados sdo um referencial em estudos futuros uma vez que,
inexistem dados comparativos nesta raca.

TERMOS DE INDEXACAO: CASA, motilidade total, motilidade pro-
gressiva, SYBR-14, teste hiposmotico.

INTRODUCAO

O rebanho equideo brasileiro é de 7.793 milhdes de ani-
mais (IBGE 2010), dos quais 7,5 milhdes sdo equinos (CNA
2006). Como parte deste efetivo, encontra-se o cavalo Nor-
destino, o qual é uma das maiores riquezas do Nordeste
brasileiro (Melo 2011).

A raca Nordestina é descendente do cavalo Barbo-
-arabe, originario de Portugal e Espanha e introduzido no
Brasil no periodo colonial, ao qual se assemelha morfolo-
gicamente (Costa et al. 1974). A altura minima padrio é
de cerca de 1,30m para machos, sendo a ideal de 1,38m
a 1,46m, e 1,27m para as fémeas, ideal de 1,35m a 1,43m
(ABCCN 1987); o peso por volta de 350 kg e as pelagens
predominantes a tordilha e a castanha (Torres & Jardim
1992). Esta raca se caracteriza pela rusticidade, sobrieda-
de, rigidez muscular, temperamento sociavel e amistoso,
facil adaptacdo ao meio e ao processo de criagdo, sendo
utilizada principalmente no Nordeste brasileiro para o
trabalho com o gado, pois podem sobreviver com pouco
alimento e 4gua, viajando grandes distancias. E, portanto,
essencial em seu ambiente natural, a caatinga agressiva,
onde presta relevantes servigos a economia da regido, ndo
s6 transportando cargas, como também pessoas (Enciclo-
pédia 2014). Entretanto, com o fechamento da Associa¢do
Brasileira dos Criadores do Cavalo Nordestino (ABCCN) no
inicio da década de 90, muitos desses animais passaram a
se reproduzir ao acaso. As fémeas tém sido acasaladas com
reprodutores Mangalarga Marchador e Quarto-de-Milha
para producdo de mesticos para vaquejadas (Costa et al.
2001) e os melhores machos castrados e utilizados na lida
do gado. Portanto, é imprescindivel a realizacio de progra-
mas que promovam a selecdo, preservacao e reproducdo
desse genoma, principalmente, em virtude do risco de ex-
tingdo da raca e das transformacdes climaticas do planeta.

Dentre as biotécnicas utilizadas na reproducido ani-
mal para promover o melhoramento genético, destaca-se
a inseminacdo artificial (IA), que aliada a criopreserva-
¢do de sémen representa uma importante ferramenta na
preservacdo da raga equina, tanto pela maximizac¢do do
uso de reprodutores superiores quanto pela formacao de
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um banco genético disponivel por tempo indeterminado
(Samper & Hankins 2001). Embora apresente inimeras
vantagens, a criopreservacdo apresenta limitacoes em
varias racas equinas (Alvarenga et al. 2004), que geram
um entrave a sua disseminacgao (Brinsko et al. 2000, Ba-
tellier et al. 2001, Carmo & Almeida 2006). Isto porque o
congelamento/descongelamento do sémen ocasiona preju-
izos, muitas vezes irreversiveis, aos espermatozoides como
perda de motilidade, altera¢des estruturais e funcionais da
membrana espermatica e, consequentemente, diminui¢cdo
do poder fecundante. Por isso o uso de testes na avaliacdo
das injurias é fundamental para que se produza um proto-
colo de congelamento/descongelamento ideal.

0 potencial de fertilizacdo do espermatozoide depende
da integridade fisica e funcional de sua membrana plas-
matica (Oliveira 2007), sendo dificil que um unico teste
laboratorial seja capaz de determinar a fertilidade seminal
(Garcia 2005). Por isto ao se avaliar um sémen devemos
langar mao de diversas técnicas para avaliar as caracterf{s-
ticas fisicas do ejaculado, a motilidade e longevidade dos
espermatozoides, a funcionalidade e integridade estrutural
das membranas espermaticas. Por exemplo, a motilidade
espermatica constitui-se num recurso muito utilizado para
avaliacdo dos efeitos da criopreservacdo sob os espermato-
zoides e para se obter comparacoes entre os diluentes, mé-
todos de resfriamento e congelacdo e dilui¢cdes utilizadas
(Kenney et al. 1983, Varner et al. 1988, Pickett & Amann
1993), pois é um elemento indispensavel para a fecunda-
¢do (Oliveira 2007).

Outro parametro essencial é a avaliacdo morfolégica,
uma vez que, deformidades na célula espermatica podem
conferir diminuicdo na capacidade de fertilizacdo (Kavak et
al. 2004, Pugliesi 2009). Embora a morfologia espermatica
dos equideos se assemelhe as demais espécies, a cabega do
espermatozoide apresenta formato assimétrico, o acrosso-
ma é relativamente pouco desenvolvido e a inser¢io aba-
xial da cauda é considerada normal (Canisso et al. 2008).
A avalia¢do androlégica classifica as anormalidades esper-
maticas subdividindo-as em defeitos maiores e defeitos
menores (CBRA 2013). A funcionalidade das membranas
espermaticas pode ser avaliada através do teste hiposmé-
tico (HOST) (Linden 2012), que permite observar o com-
portamento do espermatozoide, com membrana celular
integra, quando submetido a solu¢ao hiposmética. Assim,
o influxo de 4gua para o interior das células causa aumento
de volume celular (edema) e, consequentemente, dobra-
mento da cauda em espermatozoides que possuem a mem-
brana funcionalmente intacta (Chapon 2011).

Por outro lado, a integridade estrutural da membrana
plasmatica do espermatozoide pode ser avaliada pelo teste
supravital, que utiliza corantes derivados da fluoresceina
como a eosina e, como corante de fundo, a nigrosina. Assim,
a eosina ao penetrar pela membrana lesionada dos esper-
matozoides cora o interior do ntcleo em vermelho, identifi-
cando os espermatozoides mortos. E considerada uma téc-
nica rapida, de facil manipulacdo o que dispensa o uso de
microscépio especial (Ker 2010). As técnicas que utilizam
corantes fluorescentes (sondas epifluorescentes ou fluoro-
cromos) estdo se tornando cada vez mais importantes para
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a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica do es-
peratozoide (Pereira et al. 2012). Dentre as sondas, o iode-
to de propidio cora em vermelho o nucleo de células com
membrana plasmatica lesada (Arruda 2000, Arruda et al.
2003, Celeghini 2005), enquanto que a SYBR-14 atravessa a
membrana plasmatica integra corando o nticleo dos esper-
matozoides em verde (Pereira et al. 2012).

A capacidade fecundante da célula espermatica pode
ser avaliada pelo teste de ligacdo do espermatozoide ao
ovocito, de forma que o teste de penetragio in vitro (PIV)
em ovdcitos simula os processos envolvidos no mecanismo
de fertilizacao (Bernardi 2008). As similaridades entre as
glicoproteinas da zona pelticida e da membrana perivite-
lina (MPV) do ovo de galinha, permitem a ligacdo dos es-
permatozoides de outras espécies a esta MPV (Mugnier et
al. 2009) e simula a interagdo dos gametas (Corcini 2010)
sendo, portanto, um teste eficiente para se verificar a habi-
lidade dos espermatozoides em sofrer a reacdo acrossomal
(Corcini et al. 2012). O uso da MPV do ovo de galinha, em
relacdo aos ovdcitos, € muito mais vantajoso porque permi-
te, sobre diferentes fragmentos de uma mesma membrana,
analisar diferentes partidas de sémen, minimizando o efei-
to fémea na andlise e também por ser menos dispendioso
que o ovocito (Csermak Junior 2011). Por isto é considera-
do um valioso teste na andlise da eficacia do processo de
criopreservacio do sémen (Barbato et al. 1998).

A longevidade dos espermatozoides diluidos e des-
congelados pode ser avaliada através do teste de termo
resisténcia (TTR), que avalia a motilidade e o vigor es-
permaticos no tempo zero (momento quando o sémen
é descongelado) e em periodos de tempo que variam de
30 a90, 180 e 240 minutos (Furst 2006, Oliveira 2010).
Este teste pode ser afetado pelo efeito do ejaculado, mé-
todo de congelamento e efeitos do tempo incubacdo (Ai-
dar 2013).

A despeito dos conhecimentos ja alcancados, ainda nio
ha padronizagdo de um protocolo para congelacdo de sé-
men equino, sendo comum a adoc¢do de protocolos indivi-
dualizados para cada garanhao (Loomis & Graham 2008).
[sto se torna particularmente necessario quando se fala da
raca Nordestina, cujas caracteristicas seminais e resposta a
criopreservagio sdo ainda desconhecidas.

O presente estudo objetivou analisar as caracteristicas
do sémen a fresco e descongelado de garanhdes da raca
Nordestina. Para tanto se avaliou os parametros fisicos do
sémen fresco; a motilidade e a longevidade do sémen dilui-
do e descongelado e a morfologia espermatica, integridade
funcional e estrutural da membrana plasmatica do esper-
matozoide e a habilidade de ligacdo do espermatozoide a
membrana perivitelina da gema do ovo de galinha do sé-
men descongelado.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados dois garanhdes da raga Nordestina, com mé-
dia de 9,5 anos de idade, mantidos em baias individuais, clinica-
mente sadios e com histérico de fertilidade normal, provenien-
tes da fazenda da Associagdo Brasileira de Criadores do Cavalo
Nordestino, localizada em Juazeiro, BA (09°25’00” de latitude S;
40°30’00” de longitude 0). Este estudo foi aprovado pelo Comité

de Etica Experimental em Humanos e Animais (CEEHA) da Uni-
vasf sob protocolo n? 0006/161012.

Antes do periodo experimental, os garanhdes foram subme-
tidos ao esgotamento das reservas espermaticas extragonadais
realizando-se trés coletas seminais diarias, por oito dias, utilizan-
do-se vagina artificial modelo Hannover® (Biotech, Botucatu/SP,
Brasil) e uma fémea em estro natural ou induzido como mane-
quim. Os animais receberam ragdo industrializada (Durancho®
12MA); capim bermuda vaqueiro (Cynodon dactylon) e capim-
-cameron (Pennisetum purpureum) picados e sal mineral e agua
ad libitum, segundo as exigéncias nutricionais da categoria.

Protocolo de coleta e manipulacdo do sémen. Dois dias
apds a ultima coleta do esgotamento, o sémen de cada um dos
animais comegou a ser coletado com vagina artificial e fémea em
estro para analise, realizando-se trés coletas por semana, com in-
tervalos de 48 horas entre cada uma. Foram obtidos 19 ejaculados
(N=10 do animal 01 e N=9 do animal 2).

Apbs a coleta, o ejaculado era filtrado com auxilio de um filtro
de nylon e o volume determinado por visualizacdo direta em tubo
falcon graduado. Em seguida, efetuavam-se as andlises fisicas
do sémen, como aspecto (aquoso, leitoso e cremoso), coloragio
(branca, branca-amarelada e amarelada) e odor e, sob microsco-
pia convencional, a motilidade individual progressiva (0-100%) e
vigor (0-5) de acordo com CBRA (2013). Ap6s diluicdo (1:1) com
diluidor de transporte (BotuSémen®, Biotech Botucatu, Botucatu,
SP, Brasil) pré-aquecido a 37°C, o sémen foi homogeneizado e en-
caminhado para o laboratério do Centro de Pesquisa em Suinos,
Espécies Nativas e Silvestres (CPSENS) da Univasf, localizado no
Campus de Ciéncias Agrarias em Petrolina, PE, protegido da luz.

No CPSENS o sémen foi submetido a centrifugacdo em tubos
conicos (50,0 mL) a 2200 rpm por 15 minutos, o sobrenadante
descartado e a concentragio espermatica determinada utilizando
um espectrofotdmetro (Spermacue®, Minitub, Berlin, Alemanha).
Para isto, utilizou-se uma curveta contendo 3,0 mL de agua des-
tilada e 120pL. Os peletes foram ressuspendidos no diluidor de
congelacdo (BotuCrio®, Biotech Botucatu, Botucatu, SP, Brasil),
pré-aquecido a 37°C, até a concentracdo de 10° espermatozoides
por mL e avaliados quanto as motilidades total (MT) e progressiva
(MP) no CASA. Ejaculados com pelo menos 70,0% de MT foram
submetidos a congelagdo (CBRA 2013).

As amostras seminais foram envasadas em palhetas de 0,5
mL de polietileno, lacradas com seladora ultrasonica de palhetas
(UltraSeal® Minitub, Berlin, Alemanha) e estabilizadas em cdmara
fria (Gemar®, Gefrio, Fortaleza, CE, Brasil) a 5°C, por 20 minutos.
Apbs, foram submetidas ao resfriamento rapido em vapor de ni-
trogénio (-120°C) por 15 minutos, também dentro da camara fria
e, posteriormente, imersas em nitrogénio liquido e, entdo, arma-
zenadas a -196°C, para posterior analise.

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C, por
trinta segundos (Dell’Aqua Junior 2000) e submetidas as analises.

Avaliacdo da Motilidade Total (MT) e Progressiva (MP). A
avaliacdo da Motilidade Total (MT) e Progressiva (MP) foi realizada
no sistema de andlise espermdtica computadorizada (CASA®; MI-
NITUB, Berlin, Alemanha) utilizando-se o software (Spermvision®;
Minitub, Berlin, Alemanha). Amostras de 8,0 puL de cada amostra
de sémen diluido e descongelado foram colocados entre lamina e
laminula, pré-aquecidas a 37°C, e avaliadas quanto as motilidades
total (MT, %) e progressiva (MP, %).

Avaliacdo da morfologia espermatica. A morfologa esper-
matica foi avaliada no sémen descongelado sob microscépio de
luz com contraste de fase (200x) através da técnica de preparacdo
umida. Para tanto uma aliquota de 10uL de sémen foi adicionada
a 1,0mL de formol-salino tamponado, aquecido a 37°C, e estocada
a temperatura ambiente até a analise. Foram feitas laminas pelo
método da cidmara iimida e contadas 200 células no aumento de
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1000x. Os defeitos espermaticos totais foram subdivididos em de-
feitos maiores e menores (CBRA 2013).

Avaliagiao da integridade funcional da membrana plasma-
tica dos espermatozoides descongelados. Para avaliar a inte-
gridade funcional da membrana plasmatica do espermatozoide
utilizou-se o teste hiposmético (HOST) em camara imida. Uma
amostra de 100pL de sémen descongelado diluido em 1,0mL de
solugdo a base de citrato de sddio e frutose a 125mOsm/L foi in-
cubado em banho-maria a 37°C por 30 minutos (Melo et al. 2005).
Apos esse periodo, 15 pL dessa solugao foram avaliados em cama-
ra Umida, sob microscopia de contraste de fase, em aumento de
400x. Foram contadas 100 células, considerando-se a presenca
ou auséncia de cauda enrolada (Neild et al. 2000). O célculo da
reacdo da reagdo hiposmatica foi realizado pela férmula: HOST=
(% de caudas enroladas apds o HOST) - (% de caudas enroladas
antes do HOST) conforme Melo & Henry (1999).

Avaliacdo da integridade estrutural da membrana plas-
matica dos espermatozoides descongelados. O teste supravital
(vivos e mortos) foi utilizado para avaliar a integridade estrutural
da membrana plasmatica do espermatozoide, utilizando-se o co-
rante eosina - nigrosina a 0,5%. Amostras de 10 pL de sémen foram
incubadas com 10 pL de corante sobre lamina de vidro aquecida
a 37°C por 3 min. Apds incubagdo confeccionou-se um esfregaco
para realizacdo da leitura, sob microscopia dptica comum, em
aumento de 400x. Foram contados 100 espermatozoides e classi-
ficados como vivos os que ndo tiveram o nucleo corado de verme-
lho (Dott & Foster 1972).

Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides descongelados. A integridade da membrana
plasmatica dos espermatozoides descongelados foi avaliada pelo
teste com sonda fluorescente. Para esta avaliagdo utilizou-se a
associacdo de duas sondas fluorescentes, o iodeto de propidio e
o SYBR-14. Uma amostra de 0,5mL de sémen descongelado foi
colocada em tubos plasticos de 1,5mL juntamente com 0,5mL de
STALP, 5uL de SYBR-14 (solucdo de 20uM em Me,SO) e 10uL de
iodeto de propidio (solucdo de 2,4mM em agua; Molecular Probes,
Eugene OR) como descrito por Garner et al. (1994). A amostra foi
incubada a temperatura ambiente por 8 minutos ao abrigo de luz
e uma aliquota de 6,5uL da solucdo foi utilizada para preparo da
camara umida, entre lamina e laminula, pré-aquecida a 37°C. A
leitura foi realizada em microscopia de fluorescéncia (Axio Ima-
ger 2, ZEISS®, Berlin, Alemanha). Nas leituras identificaram-se um
minimo de 200 células por amostra e o padrao de emissao de flu-
orescéncia foi: membrana plasmatica lesada - vermelho fluores-
cente (Iodeto de propidio); membrana plasmatica intacta - verde
fluorescente (SYBR-14).

Avalia¢do da habilidade do espermatozoide equino se li-
gar a membrana de ovdcitos. A habilidade do espermatozoide
equino se ligar a membrana de ovdcitos foi avaliada utilizando-se
a membrana perivitelina (MPV) da gema de ovo de galinha (Mo-
raes et al. 2010). A MPV foi preparada pela separacdo da gema da
clara do ovo, com a remocdo do excesso de clara utilizando um
papel-filtro e a gema intacta colocada sobre um pedago de para-
filme. Sua membrana foi delicadamente rompida e lavada varias
vezes com STALP e, entdo, espalhada delicadamente em uma pla-
ca petri e cortada em pequenos quadrados (1x1cm) utilizando-
-se uma cubeta de espectrofotdometro como modelo. Cada pedago
de membrana foi colocado em um tubo de cultura (16x100mm)
contendo 1mL de meio de incubagdo (STALP) e incubado com
50.000 espermatozoides por 2 horas a 37°C numa atmosfera de
5% de CO,. A cada 30 minutos, os tubos foram agitados para man-
ter a membrana aberta. Meia hora antes do final da incubagio,
acrescentou-se 1uL de Hoechst 33342 (1mg/mL de agua) para
corar o nucleo dos espermatozoides. Depois da incubagao, cada
membrana foi colocada em um tubo contendo 1,0mL de STALP
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e as membranas foram lavadas cinco vezes para remoc¢do dos es-
permatozoides que nao se ligaram. Na sequéncia, cada membrana
colocada sobre uma lamina foi gentilmente aberta, coberta com
laminula e analisada utilizando-se microscdpio de fluorescéncia
(Axio Imager 2, ZEISS®, Berlim, Alemanha). O niimero de esper-
matozoides ligados a membrana foi determinado contando-se
seis campos aleatdrios de cada membrana, e o nimero médio de
espermatozoides ligados por membrana calculado.

Avaliacdo da longevidade dos espermatozoides diluidos
e descongelados. A longevidade dos espermatozoides diluidos
e descongelados foi avaliada pelo teste de termo resisténcia
(TTR), que consistiu no acondicionamento de 1,0mL da amostra
de sémen em tubos plasticos de 1,5mL em banho-maria a 37°C
por 150 minutos. Foram realizadas avaliagdes da MT e MP no
CASA, sendo as leituras realizadas nos tempos 0, 10, 30 e 150
minutos de incubagio.

Analise Estatistica. Os dados foram comparados pela ANOVA
com post hoc Teste de Student Newman Keul (P<0,05) utilizan-
do o SAEG (UFV 1997). Correlagdo simples foi testada entre as
variaveis (motilidade espermatica total e progressiva, reativos ao
HOST, integros pelo teste de fluorescéncia, ndo corados pelo teste
supravital e ligados a MPV do ovo de galinha), para verificar pos-
siveis relacdes entre as caracteristicas estudadas.

RESULTADOS

O presente estudo avaliou as caracteristicas do sémen a
fresco e descongelado de dezenove ejaculados de dois ga-
ranhoes da raca Nordestina.

No Quadro 1 observa-se, em valores de média + SD, o
resultado das avalia¢des fisico-morfoldgicas e funcionais
do sémen diluido e descongelado de garanhdes da raga
Nordestina. A MT do sémen diluido avaliada no CASA foi
maior (P<0,05) que a do sémen descongelado. O mesmo
ocorreu com a MP. O principal defeito maior observado
foi cauda fortemente dobrada (4,14+2,31%), seguida pela
gota citoplasmatica proximal (2,58+1,63%), cabeca isola-
da (1,69+1,49%), acrossoma incompleto (1,31+1,19%) e
cauda dobrada com gota (0,89:0,82%). O principal defeito
menor observado foi cauda dobrada simples (5,14+1,93%),
seguida de cabeca delgada (4,58+2,09%), cabeca alongada
(3,86+1,78%) e gota citoplasmatica distal (1,39:1,34%). Os
valores percentuais da integridade funcional espermatica
do sémen imediatamente pds-descongelamento (0mOsm)
e apds o HOST (125mOsm) nao diferiram (P>0,05) ten-
do sido, respectivamente, 40,61+7,97% e 54,82+9,09%,
de modo que a porcentagem de reativos ao HOST foi de
14,21+1,12%. A porcentagem de células espermaticas inte-
gras (62,22+9,06%) no sémen descongelado avaliada pelo
teste supravital foi menor (P<0,05) que a porcentagem de
células integras avaliadas pela sonda SYBR-14 e o nimero
médio de espermatozoides ligados a MPV apds a desconge-
lacdo do sémen foi de 230,39+57,09.

As médias de MT e MP, tanto do sémen diluido quanto
do pds-descongelado, submetidos ao TTR estdo exibidas
no Quadro 2. Observou-se que, tanto a MT quanto a MP no
tempo 0 foram superiores as observadas no tempo de 150
min (P<0,05). Houve pronunciada (P<0,05) queda da MT
e MP do sémen descongelado em comparagdo ao sémen
diluido no tempo 0 min do TTR (41,05% e 41,52%, res-
pectivamente), assim como aos 150 min do TTR (40,34%
e 33,56%).
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Quadro 1. Média + SD das caracteristicas fisico-morfoldgicas e funcionais do sémen

diluido e descongelado de garanhédes da raca Nordestina

Sémen

Fresco (MC)

Diluido (CASA)

Descong. (CASA)

Caracteristicas Fisicas

Volume (mL) 29,83 +12,60 - -
Aspecto Leitoso - -
Coloragao branca-acinzentada - -
Odor Sui generis - -
Motilidade Total (%) 80,91 +9,29 72,15+ 9,34A 34,08 +12,57B
Motilidade Progressiva (%) - 59,24 +11,45A 20,53 +12,82B
Vigor (0-5) 3 - -
Caracteristicas Morfologicas
%Defeitos Maiores - - 2,12 +1,93
%Defeitos Menores - - 3,74 + 2,29
%Defeitos Totais - - 5,86 + 4,22
Caracteristicas Funcionais
% Sptzs reativos ao HOST 14,21 +£1,12
% Sptz com MP integra pelo teste supravital - - 62,22 +9,06a
% Sptz com MP integra pelo SYBR-14 - - 81,47 +26,90b
Média de Sptz ligados MPV do ovo de galinha - - 230,39 £57,09

MC = Microscopia Convencional, Descong.= Descongelado. A,B Valores de Média + desvio padrdo na mes-
ma linha, a,b Valores de Média + desvio padrdo na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de

Student Newman-Keuls.

Quadro 2. Médias de motilidade espermatica total e progressiva do sémen diluido e
descongelado de garanhdes da raca Nordestina apds o teste de termo resisténcia (TTR)

Motilidade Sémen diluido
0 10 30 150
Total 71,29+ 2,11A 68,41 + 2,57AB 66,20 + 2,64AB 54,52 +5,01B
Progressiva 58,62 + 2,99A 55,10 + 2,96A 52,24 + 3,50A 39,00 +5,22B
Sémen descongelado
Total 30,24 +3,07A 26,10 + 3,30AB 23,64 +3,13AB 14,18 + 2,90B
Progressiva 17,10 + 2,83A 12,88 + 2,78AB 11,83 + 3,02AB 5,44 +1,53B
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AB Valores diferem pelo teste de Student Newman- Keuls (P<0,05).

Correlagdo positiva muito alta (P<0,01) foi observada
entre motilidade total e motilidade progressiva tanto para
o sémen diluido (r=0,95) quanto para o sémen descongela-
do (r=0,88).

DISCUSSAO

O congelamento/descongelamento do sémen ocasiona
prejuizos, muitas vezes irreversiveis, aos espermatozoides
como a perda de motilidade e alteracdes estruturais e fun-
cionais da membrana espermatica, que causam diminui-
¢do da fertilidade. Os métodos convencionais (motilidade,
vigor e morfologia espermatica) de avaliagdo da qualidade
seminal apresentam limitada capacidade para identificar
diferencas de menor magnitude entre machos com poten-
cial de fertilidade mais homogénea (Gadea 2005), tornan-
do os métodos in vitro mais eficientes no diagnostico do
potencial fertilizante dos machos (Corcini 2010).

Neste estudo o volume médio e as caracteristicas fisi-
cas do sémen fresco estavam dentro dos valores e padroes
considerados normais para equinos pelo CBRA (2013). O
volume médio foi superior ao descrito para Quarto de Mi-
lha e Mangalarga Marchador por Costa et al. (2014) e infe-
rior aos de jumento Péga por Oliveira (2010) e Mangalarga
Marchador por Candeias (2010). O mesmo foi observado
com a motilidade total e o vigor espermaticos (motilidade

>70,0% e vigor 23), cujos valores foram superiores aos de
observados por Costa et al. (2014) e semelhantes aos de
Candeias (2010) e Oliveira (2010).

A avaliacdo de multiplas caracteristicas espermaticas em
uma Unica amostra de sémen com alto grau de acuracia e re-
petibilidade pode ser realizada através do sistema automati-
zado de andlise de motilidade (CASA) (Mortimer & Maxwell
2004), que tem a vantagem de diminuir a ocorréncia de er-
ros e, por sua objetividade, permitir avaliacdes adicionais,
tais como a velocidade e o tipo de trajetéria dos espermato-
zoides. Contudo, sua grande desvantagem sao os altos custos
de cada avaliagdo (Aurich 2005). Neste estudo a queda na
motilidade total do sémen descongelado foi inferior a obser-
vada em Quarto de Milha e Mangalarga Marchador, enquanto
que a queda na motilidade progressiva foi inferior a de Quar-
to de Milha e superior a de Mangalarga Marchador (Costa et
al. 2014). Medeiros et al. (2002) comparando crioprotetores
com diferentes concentra¢des de amida (3 a 5%) e a base
de glicerol observaram motilidade total de 49 a 52% e mo-
tilidade progressiva de 10 a 15% para os a base de amida e
de 27% e 8%, respectivamente, para os a base de glicerol.
Segundo Alvarenga et al. (2005) e Oliveira et al. (2013) di-
luentes contendo amidas em sua formula, como o BotuCrio®,
fornecem melhores resultados na preservacdo do sémen de
equinos do que os diluidores contendo alta concentracdo ou
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somente glicerol, provavelmente devido a melhor permeabi-
lidade das aminas na célula espermatica e, portanto, a meno-
res injurias espermaticas (Alvarenga & Papa 2011).

A porcentagem média de anormalidades morfolégicas
maiores, menores e totais foram significativamente meno-
res que os valores limites recomendados pelo CBRA (2013),
indicando que o sémen dos animais poderia ser comercia-
lizado. A porcentagem de anormalidades do acrossoma foi
inferior a de Mangalarga Marchador (Pugliesi et al. 2012)
e as percentagens médias de defeitos totais, maiores e me-
nores significativamente inferiores as de Quarto de Milha e
Mangalarga Marchador (Costa et al. 2014) e Ponei (Aratjo
& Aratijo 2010) e a percentagem média de defeitos totais
da raca pantaneira (Ribas 2006).

A integridade funcional da membrana plasmatica do es-
permatozoide é fundamental para que ocorra a capacitacdo
espermatica, reacdo acrossomal, fusdo do espermatozoi-
de com ovdcito (Maffili et al. 2003, Siqueira et al. 2007) e
para a manutencdo e sobrevivéncia da célula espermatica
no genital feminino (Squires et al. 1999). Para avaliacdo da
integridade funcional da membrana plasmatica do esper-
matozoide Jeyendran et al. (1984) propuseram o uso do
teste de estresse hiposmotico (HOST) que avalia a capaci-
dade do espermatozoide de reagir em um meio hiposmdtico
quando este possui a membrana plasmatica funcionalmen-
te ativa (Furst 2006). Neste estudo observou-se aumento
no percentual das amostras avaliadas imediatamente apos
a colheita e imediatamente apds a descongelagdo, contra-
dizendo Oliveira (2011) que verificou queda acentuada no
percentual entre as amostras avaliadas imediatamente apds
a colheita e apo6s a refrigeracdo. De modo geral, verificou-
-se uma baixa resposta do sémen caprino ao teste hipos-
motico (14,21+1,12%). A resposta ao HOST foi superior a
de jumentos (Canisso et al. 2008) e inferior a de Quarto de
Milha (Costa et al. 2014) e Mangalarga Marchador (Costa et
al. 2014, Pugliesi et al 2012). Os resultados sugeriram que o
BotuCrio® manteve a funcionalidade da membra plasmatica
dos espermatozoides dos animais avaliados, provavelmente
por conservar sua integridade durante a criopreservacao.

A integridade estrutural da membrana plasmatica, ava-
liada pela coloracdo supravital, demonstrou que o diluente
utilizado na criopreservacdo do sémen promoveu bons re-
sultados na raga Nordestina. A porcentagem de células via-
veis foi semelhante a observada por Pugliesi et al. (2012) e
superior ao de Furst (2006); Oliveira (2010) e Flores et al.
(2008). Portanto, os valores observados indicaram que o
processo de congelamento ndo promoveu danos a integri-
dade estrutural da membrana plasmatica dos espermato-
zoides destes garanhdes da raca Nordestina, demonstran-
do a superior qualidade desta membrana em relacdo a de
Mangalarga Marchador, jumento Péga e racas europeias.

Neste estudo a percentagem de espermatozoides com
membrana integra detectada pela coloragdo supravital foi
apenas 19,57% superior a detectada pelo HOST. Estes re-
sultados opuseram-se aos de Brito et al. (2003), que verifi-
caram uma propor¢ao superestimada de espermatozoides
com membrana integra detectados pela coloracdo supravital
em compara¢do ao HOST. Segundo estes autores isto pode
ocorrer porque a coloragdo supravital avalia apenas os danos
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fisicos a membrana, enquanto o HOST avalia também a ativi-
dade bioquimica, demonstrando que nem sempre um esper-
matozoide com integridade fisica tem integridade funcional.

Espermatozoides com membranas vidveis avaliados pelo
SYBR-14 apresentaram fluorescéncia verde nitida, facilmen-
te identificada quando contrastada com os espermatozoi-
des mortos corados em vermelho pelo iodeto de propidio.
Portanto, o uso combinado das duas sondas pode ser van-
tajoso na identificagdo de espermatozoides com membrana
integra. A porcentagem de membrana integra avaliada pelo
SYBR-14 foi superior a descrita em Quarto de Milha e Man-
galarga Marchador (Costa et al. 2014). Observou-se maior
nivel (P<0,05) de deteccdo da integridade de membrana
plasmatica dos espermatozoides com a SYBR-14 em com-
paragdo com HOST, concordando com Pereira et al. (2012).
Portanto, as sondas de epifluorescéncia podem ser usadas
na avaliacdo de sémen de cavalo Nordestino, com destaque
para SYBR-14 que foi mais sensivel que iodeto de propidio.

O teste de ligacdo do espermatozoide a membrana pe-
rivitelina (MPV) da gema de ovo permite verificar a capa-
cidade fecundante da célula espermatica e, indiretamente,
os eventos bioquimicos relacionados a fertilizacdo (capa-
citacdo e reacdo acrossomal) (Amorim 2008). Por isso é
considerado um valioso teste na analise da eficacia do pro-
cesso de criopreservacdo do sémen (Barbato et al. 1998).
O numero médio de espermatozoides ligados a MPV apos
a descongelacdo em garanhdes da raca Nordestina foi se-
melhante ao descrito em caprinos (Dias et al. 2013) e em
suinos da raga Piau utilizando-se o meio Beltsville thawing
solution (BTS) (Pinho et al. 2012) e superior ao de gara-
nhoes (Khlifaoui et al. 2003). Estes resultados indicaram
que a concentracdo espermatica, assim como o meio de in-
cubacdo utilizado, ndo interferiram na capacidade de ade-
sdo de espermatozoides a membrana perivitelina da gema
do ovo em animais da raga.

O teste TTR indicou que a manutencdo do sémen equi-
no em contato com o diluente de congelamento até 10 ou
30 minutos apos o resfriamento a 5°C nido interferiu na
capacidade de movimentacdo e velocidade de progressao
da célula espermatica. Costa et al. (2014) nao observaram
diferencas significativas (P>0,05) aos 60 minutos de incu-
bacdo, todavia a partir do tempo 120 minutos houveram
diferencas (P<0,05) na motilidade espermatica. Pugliesi
et al. (2012) nao observaram diferencas (P>0,05) quanto
a motilidade progressiva durante o TTR, nos tempos de 0,
20, 40, 60 e 90 minutos em Mangalarga Marchador, con-
tudo observaram perda de 18,4% da motilidade progres-
siva do sémen descongelado ao tempo 0 do TTR em com-
paracdo ao sémen fresco (67,7% vs 49,3%), enquanto que
Furst (2006) observou perdas de 28,6% no TO e ao final
do TTR (90 minutos) este valor ndo ultrapassou 50,0%. A
diminui¢do na integridade funcional da membrana plasma-
tica do espermatozoide apés o TTR parece ocorrer devido
aos danos causados pelo processo de criopreservacdo nas
estruturas e organelas envolvidas na movimentagdo esper-
matica (Watson 1995).

A alta correlagao positiva observada entre a motilidade
total e a motilidade progressiva era esperada e concordou
com Oliveira (2010). Por outro lado, a auséncia de correla-
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¢do significativa entre estas e o HOST discordou de outros
autores (Melo 1999, Canisso 2008). A auséncia de correla-
¢do significativa entre espermatozoides reativos ao HOST e
as demais caracteristicas seminais contrapds-se ao descrito
por Melo & Henry (1999) e Melo etal. (2005) e a auséncia de
correlagdo significativa entre motilidade espermatica e a ca-
pacidade de ligacdo dos espermatozoides a membrana peri-
vitelina da gema de ovo ao observado por Dias et al. (2013).

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a membrana plasmatica
de espermatozoides, de garanhdes da ragca Nordestina man-
tem sua integridade morfolégica, funcional e estrutural apds
a criopreservacdo melhor que outras ragas de equideos.

0 uso combinado de diferentes testes de avaliacdo das
injurias espermaticas é fundamental para obtencdo de in-
formacgdes confiaveis e precisas, sendo os resultados apre-
sentados um parametro para estudos futuros nesta raga.
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