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Resumo

A inseminagdo artificial (IA) com sémen congelado ¢ uma ferramenta estratégica para o
melhoramento genético em equinos, porém a criopreservagdo pode comprometer a viabilidade e a
funcionalidade espermatica devido a danos estruturais e estresse oxidativo. Nesse contexto, a rediluicdo pos-
descongelamento tem sido proposta para reduzir a toxicidade dos crioprotetores ¢ favorecer a recuperagéo
celular. Este estudo avaliou o efeito da redilui¢do pds-descongelamento sobre pardmetros espermaticos de
garanhdes Quarto de Milha. Amostras de trés garanhdes, criopreservadas em palhetas de 0,5 mL, foram
descongeladas a 37 °C/30 s e avaliadas sem redilui¢do (G1) ou apds rediluicdo em diluente a base de leite
desnatado (G2) ou extensor de longo prazo (G3), sob duas temperaturas (5 °C e 17 °C) por até 72 h. A motilidade
e a cinematica espermatica foram avaliadas por CASA, e a integridade das membranas plasmatica (CFDA/PI)
e acrossomal (PNA-FITC/PI) por microscopia de epifluorescéncia. A redilui¢do influenciou principalmente
a funcionalidade espermatica, sem alteragdes significativas na integridade estrutural. O G3 apresentou
melhor desempenho cinematico. Assim, os resultados indicam que a rediluigdo pos-descongelamento,
especialmente com extensores de longo prazo, pode melhorar a dindmica ¢ a longevidade espermatica e
pode auxiliar na otimizagdo de protocolos de IA com sémen congelado em equinos.

Palavras-chave: equino, sémen, criopreservagdo, extensores seminais, longevidade espermatica
Abstract

Artificial insemination (Al) with frozen semen is a strategic tool for genetic improvement in the
equine species; however, cryopreservation may compromise sperm viability and functionality due to
structural damage and oxidative stress. In this context, post-thaw redilution has been proposed as a
strategy to reduce the residual toxicity of cryoprotectants and promote the recovery of cellular quality. This
study evaluated the effect of post-thaw redilution on sperm parameters of frozen semen from Quarter Horse
stallions. Samples from three stallions, cryopreserved in 0.5 mL straws, were thawed at 37 °C for 30 s and
evaluated without redilution (G1) or after redilution in a skim milk— based extender (G2) or a long-term
extender (G3), under two storage temperatures (5 °C and 17 °C) and post-thaw periods of up to 72 h. Sperm
motility and kinematic parameters were assessed using a CASA system, while plasma membrane (CFDA/PI)
and acrosomal membrane (PNA-FITC/PI) integrity were evaluated by epifluorescence microscopy.
Redilution mainly influenced sperm functionality, with no significant changes in the structural integrity
of the cells. The long-term extender (G3) showed superior performance in kinematic parameters
compared with the other groups. Overall, the results indicate that post-thaw redilution, particularly when
associated with long-term extenders, may improve sperm dynamics and longevity, representing a promising
strategy to optimize Al protocols using frozen semen in equine reproduction.

Keywords: equine; semen; cryopreservation; semen extenders, sperm longevity.
Introducao
As biotécnicas de reprodugdo assistida na espécie equina desempenham papel estratégico ao

promover o melhoramento genético, aumentar a eficiéncia reprodutiva e ampliar a difusdo de material
genético superior (Alvarenga et al., 2016).
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Dentre essas biotécnicas, a criopreservacdo de sémen equino destaca-se, pois permite o
armazenamento de espermatozoides a temperaturas ultrabaixas por longos periodos e viabiliza o comércio
internacional de material genético. Entretanto, os processos de congelamento e descongelamento submetem
os espermatozoides a estresses fisicos, quimicos € osmoéticos que podem comprometer sua viabilidade e
funcionalidade. Durante essas etapas, ocorrem alteracdes estruturais e bioquimicas relevantes, incluindo
formacdo de cristais de gelo, desorganizagdo da bicamada lipidica, aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), danos mitocondriais e alteragdes na permeabilidade da membrana plasmatica
(Wang et al., 2014; Amidi et al., 2016). Esses eventos resultam na reducdo da motilidade espermatica,
aumento da propor¢do de células inviaveis e diminui¢do da capacidade fertilizante, impactando diretamente
as taxas de prenhez obtidas com sémen equino congelado (Loomis e Graham, 2008).

Entretanto, ¢ importante destacar que a fertilidade ¢ um fendmeno multifatorial, influenciado ndo
apenas pela qualidade espermatica pods-descongelamento, mas também por fatores relacionados ao
processamento seminal, ao manejo reprodutivo dos garanhdes e a variabilidade individual entre reprodutores
(Ball, 2008; Pefia et al., 2011; Al-Kass e Morrell, 2024; Morris, Hartveld e Gibb, 2024).

Diante das limitacdes em relag@o a utilizagdo do sémen congelado, diversas estratégias t€ém sido
investigadas com o objetivo de mitigar os danos celulares e preservar a funcionalidade espermatica apos o
descongelamento. Entre elas destaca-se a manipulagao das condigdes de armazenamento e do processamento
pos-descongelamento do sémen. Estudos demonstram que a motilidade espermética e a estabilidade da
membrana dos espermatozoides podem ser mantidas em niveis satisfatorios apds o descongelamento
quando o sémen ¢ armazenado sob refrigera¢do controlada (Cuervo- Arango et al., 2015).

Adicionalmente, diferentes diluentes tém sido utilizados, formulados com substancias
crioprotetoras (como glicerol ¢ amidas), antioxidantes e fontes energéticas. Embora tradicionalmente
empregados durante o processamento seminal, seu uso também tem sido investigado na etapa pos-
descongelamento, por meio da rediluigdo. Essa técnica consiste na adi¢do de diluentes imediatamente apos
o descongelamento, com o objetivo de reduzir a toxicidade residual dos crioprotetores ¢ favorecer a
recuperagdo da funcionalidade espermatica. Estudos com bovinos e asininos apontam efeitos positivos
dessa pratica sobre a motilidade e integridade das membranas, entretanto sua aplicacdo em equinos ainda ¢
pouco explorada (Zimmerman et al., 2009; Figueira, 2018; Bustani, Baiee, 2021; Lagares et al., 2022).

Nesse contexto, abordagens complementares tém sido propostas, como o uso de sistemas de
armazenamento liquido em temperatura ambiente, baseados em meios livres de proteina. Esses sistemas
demonstram potencial para aumentar a longevidade de espermatozoides previamente congelados e
descongelados, ao reduzir os efeitos deletérios do estresse térmico e oxidativo (Clulow e Gibb, 2022).

Diante disso, a investigacdo de novos compostos ou aditivos capazes de melhorar a qualidade
espermatica apos o descongelamento representa uma abordagem promissora para otimizar a taxa de prenhez
em equinos. Portanto, considerando os avangos na criobiologia espermatica e a necessidade de protocolos
otimizados para inseminagao artificial em equinos com sémen congelado, o presente estudo avaliou os efeitos
da adicdo de diferentes diluentes e propor¢des de rediluigdo sobre a qualidade do sémen equino
imediatamente apds o descongelamento visando contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes aplicéveis a reprodugdo equina.

Material e Métodos
Aspectos éticos

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Andrologia Animal (ANDROLAB) do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sob condigdes laboratoriais
controladas de temperatura, umidade e assepsia. Foram utilizadas amostras criopreservadas de sémen de
trés garanhdes da raga Quarto de Milha, fornecidas pela Central Monte Verde (Registro MAPA PE 000263-
1). Todos os procedimentos foram realizados por equipe treinada, com equipamentos calibrados e ambiente
climatizado (22-25 °C).

Descongelamento e tratamentos experimentais
As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 s. Apds homogeneizacao, o
sémen foi distribuido entre os tratamentos experimentais: grupo controle sem rediluicdo (G1), rediluigéo

em diluente a base de leite desnatado (G2) eredilui¢do em extensor de longo prazo quimicamente definido
(G3). Para cada diluente foram testadas duas proporg¢des de diluigdo (1:1 e 1:2; sémen:diluente), totalizando
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cinco grupos experimentais.

As amostras foram avaliadas imediatamente ap6s o descongelamento (tempo zero — T0) e ap6s 12,
24, 36,48 ¢ 72 h de armazenamento. Para avaliagdo do efeito da temperatura na longevidade espermatica,
as amostras foram mantidas a 5 °C ou 17 °C. Todas as analises foram realizadas em triplicata, por um tnico
operador cego quanto aos tratamentos.

Motilidade Espermatica

A motilidade e a cinematica espermatica foram avaliadas por sistema computadorizado CASA
(SCA — Sperm Class Analyzer®), previamente calibrado para s€émen equino. Os parametros de captura
foram: 25 imagens/s; tamanho de particulas entre 4 e 75 um?; espermatozoides considerados imoveis (<10
um/s), lentos (<45 pm/s), médios (45-90 pm/s) e rapidos (>90 um/s). As amostras foram incubadas por 10
min a 37 °C antes da analise em cdmara aquecida.

Foram avaliados os seguintes parametros: motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
linearidade (LIN) e retilinearidade (STR) (%); velocidade curvilinear (VCL), velocidade linear progressiva
(VSL) e velocidade média de trajeto (VAP) (um/s); amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH, um)
e frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF, Hz).

Integridade da membrana plasmatica

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada por coloragdo com carboxifluoresceina
diacetato (CFDA) e iodeto de propidio (PI), conforme Figueira (2018), imediatamente apos o
descongelamento e ap6s 24 e 36 h de armazenamento. As amostras foram analisadas em microscopio de
epifluorescéncia (450490 nm), sob aumento de 400x%, com contagem de 200 células por amostra.
Espermatozoides com fluorescéncia verde foram considerados viaveis (CFDA+/PI-), enquanto aqueles
com fluorescéncia vermelha foram classificados como invidveis (CFDA—/PI+).

Integridade acrossomal

A integridade da membrana acrossomal foi avaliada por coloragdo com lectina Peanut Agglutinin
conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC-PNA), imediatamente ap6s o descongelamento e apds 24
e 36 h de armazenamento. As analises foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia (450-490 nm),
sob aumento de 1000x com 6leo de imersdo, com contagem de 200 células por amostra. Espermatozoides
com fluorescéncia intensa na regido acrossomal foram considerados com acrossoma integro, enquanto
aqueles sem fluorescéncia ou com marcagao parcial foram classificados como reagidos ou lesionados.

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2026). Ap6s verificagdo dos
pressupostos, MT e MP foram analisadas por modelo linear generalizado com distribui¢do Tweedie,
considerando os efeitos de tempo, diluente e temperatura. As variaveis cinematicas (VCL, VSL, VAP, LIN
e STR) foram avaliadas por ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05). Adicionalmente, os tempos de
12 e 24 h foram analisados separadamente por ANOVA, com comparagdo de médias pelo teste de Tukey
(5%).

Resultados e Discussao

Os resultados do presente estudo indicam que a adi¢@o de diferentes compostos ao sémen equino
pos-descongelamento influencia predominantemente a funcionalidade espermatica, especialmente os
parametros cinematicos, sem promover alteragdes significativas na integridade estrutural das células,
corroborando achados previamente descritos na literatura (Ortiz-Rodriguez et al., 2019; Morris, Hartveld e
Gibb, 2024).

Os parametros de cinematica espermatica (VCL, VSL e VAP) foram os mais sensiveis as
condigdes experimentais, sendo significativamente influenciados pelo tipo de diluente, tempo de
armazenamento e temperatura (p < 0,05), sem interag@o entre esses fatores. Os maiores valores foram
observados nos tempos iniciais, com destaque para 24 horas, com valores médios de 60,52 um/s para VCL,
20,41 pm/s para VSL e 30,99 um/s para VAP, seguidos por redugido progressiva ao longo do tempo,
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atingindo os menores valores em 72 horas (36,53 um/s, 10,76 pm/s e 17,25 um/s, respectivamente.) Esta
diminuigdo gradual da funcionalidade espermatica ap6s o descongelamento também foi descrita por Castro
et al. (2020), que observaram redugdo na qualidade seminal (vigor, motilidade) durante o armazenamento.

Entre os diluentes avaliados, o G3 apresentou desempenho superior em todos os pardmetros
cinematicos (p < 0,05) quando comparado aos grupos G1 e G2. Esse padrdo sugere maior capacidade de
deslocamento espermatico, possivelmente associado ao aumento da captacao de glicose e producdo de ATP
(Sweng et al., 2016). Efeito semelhante foi observado na motilidade total, especialmente apds 24 horas de
armazenamento, corroborando os achados de Brito et al. (2025), que relataram menor declinio da motilidade
¢ maior estabilidade dos parametros cinematicos com o uso do G3 durante o armazenamento prolongado.

Por outro lado, os tratamentos com G1 e G2 apresentaram, de modo geral, menores valores nos
pardmetros cinematicos, indicando menor eficiéncia funcional dos espermatozoides nestas condig¢des
experimentais. Prell et al. (2020) observaram que o sémen equino rediluido em meios comerciais manteve
a motilidade estavel por cerca de
24 horas a 5 °C. No presente estudo, observou-se que no tempo de 12 h de armazenamento, o grupo G1 sem
diluente apresentou maiores valores de motilidade total, sugerindo que a auséncia de manipulacao adicional
do sémen descongelado pode preservar temporariamente a motilidade.

A temperatura de armazenamento influenciou predominantemente os pardmetros cinematicos
espermaticos (VCL, VSL e VAP), com melhores resultados observados a 5
°C, evidenciando maior preservagdo da funcionalidade celular em condi¢cdes de menor atividade
metabdlica, conforme relatado para o armazenamento de sémen fresco (Brito et al., 2025). Porém, esse
resultado deve ser interpretado com cautela, uma vez que estudos prévios demonstram que a interagdo entre
temperatura e diluente pode modificar essa resposta, com relatos de melhor desempenho a 17 °C quando
utilizados meios com maior suporte metabolico (Munhoz et al., 2025).

Em relagdo ao tempo pos-descongelamento, observou-se reducdo progressiva da funcionalidade
espermatica, com melhores resultados nos tempos iniciais (12 ¢ 24 horas) e queda acentuada em periodos
mais prolongados, como observado em outros trabalhos que armazenaram sémen pds-descongelamento
(Prell et al., 2020; Morris, Hartveld e Gibb, 2024). Apesar disso, os dados obtidos nos tempos mais tardios
apresentaram elevada variabilidade, sendo considerados menos consistentes, o que limita interpretacdes mais
robustas nesses momentos, aspecto frequentemente observado em estudos com s€émen equino devido a alta
variabilidade biologica da espécie.

Destaca-se ainda a escassez de estudos que avaliem o armazenamento prolongado de sémen equino
ap0s o descongelamento, refor¢ando a relevancia do presente trabalho. A motilidade progressiva ndo apresentou
diferengas significativas entre os tratamentos, indicando menor sensibilidade desse pardmetro as condi¢oes
experimentais avaliadas. Por outro lado, a motilidade total foi influenciada pela interagdo entre tempo ¢ diluente
(p < 0,05), evidenciando a necessidade de considerar multiplos parametros na avaliagdo da qualidade
espermatica, destacando o carater multifatorial dessa andlise, uma vez que a motilidade isoladamente ndo prediz
o potencial fertilizante (Morris, Hartveld e Gibb, 2024).

A integridade de membrana plasmadtica e do acrossoma sao parametros importantes da qualidade
espermatica (Hernandez-Avilés, 2023). No presente estudo, a integridade de membrana plasmatica
apresentou valores médios de 30-40% no tempo zero, mantendo-se entre 30-35% apo6s 72 horas. Ja a
integridade acrossomal variou de 50-60% inicialmente, permanecendo entre 40-50% ao longo do tempo,
sem tendéncia consistente de redug¢ao. Esses pardmetros ndo possuem valores de referéncia universais, e,
no sémen equino pos-descongelamento, valores intermediarios sdo frequentemente observados, como
descrito por Avanzi et al. (2011). De modo geral, a criopreservagdo tende a reduzir esses indicadores,
especialmente a integridade de acrossoma, que ¢ mais suscetivel a danos (Hernandéz-Avilés, 2023; Bugno-
Poniewierska et al., 2025).

Apesar de variagdes pontuais, ndo foi identificado um diluente que promovesse melhora
consistente da integridade estrutural dos espermatozoides, indicando auséncia de efeito biologico sustentado
da rediluigdo sobre esses parametros. Esse achado contrasta com Figueira (2018), que observou maior
comprometimento estrutural apos diluicao, mas também reforga que esses efeitos podem ser especificos e
limitados, conforme descrito por Otero et al. (2026).

A auséncia de diferencas estatisticas em alguns pardmetros pode estar associada a elevada
variabilidade intrinseca do s€émen equino e a natureza multifatorial dos processos envolvidos. Além disso,
efeitos bioldgicos sutis podem ndo ser detectados estatisticamente em modelos que incluem multiplos
fatores.
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Consideracdes Finais

Em conjunto, os achados refor¢am que a cinematica espermatica ¢ um dos indicadores mais
sensiveis da qualidade seminal, sendo capaz de detectar alteracdes decorrentes de intervengdes pos-
descongelamento e refletir diretamente a capacidade funcional dos espermatozoides. Em conjunto, os
resultados apontam para um potencial aumento da longevidade espermatica pés-descongelamento, o que
pode ampliar a aplicabilidade do sémen congelado em condi¢des de campo. Esse efeito tem implicagdes
relevantes para a reprodug@o equina, ao possibilitar maior flexibilidade temporal e potencial eficiéncia nos
protocolos de inseminagao artificial.
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