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Resumo

ALMEIDA, Tatiane Leite. Caracteristicas seminais em garanhdes da raga
Crioula: influéncia da sazonalidade e idade. 2023 36f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Programa de Pés-Graduagao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

O sémen desempenha um papel essencial nas biotecnologias reprodutivas. A
compreensao da resposta da producado espermatica as variagdes climaticas é de
suma importancia para otimizar os processos de reprodugao, aprimorar a eficiéncia
reprodutiva e preservar caracteristicas genéticas. Objetivou-se avaliar a influéncia da
sazonalidade e da idade de garanhdes da raga Crioula nas caracteristicas seminais
frequentemente avaliadas na rotina. Foram utilizados dados retrospectivos de 2390
ejaculados, provenientes de 104 garanhdes, durante um periodo de 7 anos, na regiao
sul do Rio Grande do Sul — Brasil (latitude -31.709137 e longitude -52.457724). As
caracteristicas seminais analisadas incluiram volume, vigor, motilidade, morfologia
espermatica e concentragao espermatica por mL. Apos, foram calculados o numero
de espermatozoides totais do ejaculado e numero de espermatozoides viaveis. Os
garanhdes foram categorizados em trés grupos etarios: jovens (2-4 anos), maduros
(5-15 anos) e idosos (16-25 anos). Foi realizada analise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey ou Kruskall-wallis e teste de Dunn para as variaveis nao paramétricas. Foi
realizada regressao Polinomial das variaveis Total de espermatozoides (TSPZ) e total
de espermatozoides moveis (TSPZM) de acordo com os grupos de idade. Foi
observada influéncia da idade (p<0,05) nas variaveis TSPZ e TSPZM, sendo
respectivamente maior em garanhdes maduros (6,4+3,4x10° e 4,8+3,1x10°), seguidos
pelos garanhbes jovens (5,7+3,0x10° e 5,7+3,0x10°) e garanhdes velhos
(5,3+3,1x10% 4,0+2,8x10%). A estacgdo climatica de forma isolada ndo apresentou
relagdo com as variaveis espermaticas, contudo apresentou interagédo com a idade
em relagédo a concentragao, TSPZ e TSPZM (p<0,05). Garanhdes jovens e maduros
apresentaram valores inferiores de total de espermatozoides no inverno e maiores no
verao. Ja nos idosos foi observada reducao dos valores do total de espermatozoides
moveis no verao. Na regressao polinomial, somente garanhdes jovens apresentaram
correlagdo com total de espermatozoides méveis (r>=-0,031, p<0,001). Em relagéo as
estagdes climaticas, garanhdes idosos apresentaram menores valores de total de
espermatozoides méveis durante o verdo, enquanto garanhdes jovens e maduros
apresentaram maiores meédias de total de espermatozoides e total de
espermatozoides moveis durante o verao. Esses resultados confirmam a relacédo da
idade e estagao climatica em relagado as caracteristicas seminais em garanhdes da
raca Crioula.

Palavras-chave: biotecnologia; produgdao espermatica; total de espermatozoides
moveis



Abstract

ALMEIDA, Tatiane Leite. Effects of season and age on semen characteristics in
Criollo breed stallions. 2023.36f. Dissertation (Master degree in Sciences) -
Programa de P6s-Graduagao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

Semen plays a crucial role in reproductive biotechnologies. Understanding the
response of sperm production to climatic variations is of utmost importance to optimize
reproductive processes, improve reproductive efficiency, and preserve genetic traits.
This study aimed to evaluate the influence of seasonality and age of Criollo stallions
on seminal characteristics commonly assessed in routine evaluations. Retrospective
data from 2,390 ejaculates, obtained from 104 stallions over a 7-year period, were
analyzed in the southern region of Rio Grande do Sul, Brazil (latitude -31.709137 and
longitude -52.457724). The seminal characteristics analyzed included volume, vigor,
motility, sperm morphology, and sperm concentration per mL. Total sperm count
(TSPZ) and total motile sperm count (TSPZM) were subsequently calculated. Stallions
were categorized into three age groups: young (2—4 years), mature (5-15 years), and
elderly (16-25 years). Statistical analyses included analysis of variance (ANOVA) and
Tukey's test, or Kruskal-Wallis and Dunn's test for non-parametric variables.
Polynomial regression was performed for TSPZ and TSPZM according to age groups.
Age had a significant influence (p<0.05) on TSPZ and TSPZM, with the highest values
observed in mature stallions (6.4+£3.4x10° and 4.8+3.1x10°, respectively), followed by
young stallions (5.7+3.0x10° and 5.7+£3.0x10°), and the lowest values in elderly
stallions (5.3£3.1x10° and 4.0+2.8x10°). Season alone did not show a direct
relationship with seminal variables; however, there was an interaction between season
and age for concentration, TSPZ, and TSPZM (p<0.05). Young and mature stallions
showed lower total sperm counts in winter and higher values in summer. In contrast,
elderly stallions showed a reduction in total motile sperm counts during summer. In
polynomial regression, only young stallions showed a correlation with TSPZM (r?=-
0.031, p<0.001). Regarding seasons, elderly stallions presented lower TSPZM values
during summer, whereas young and mature stallions showed higher mean TSPZ and
TSPZM during summer. These results confirm the relationship between age, season,
and seminal characteristics in Criollo stallions.

Keywords: biotechnologies; sperm production; total motile sperm.
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1 Introducgao

O cavalo Crioulo desempenha um papel de extrema importancia para a
economia, especialmente nas regides sulistas do Brasil, Uruguai e Argentina. Sua
versatilidade, resisténcia e adaptabilidade fizeram com que se tornasse um ativo
valioso nas atividades agropecuarias, turisticas e esportivas dessas regides. Sua
capacidade de trabalhar em diversos terrenos, seu instinto natural para manejo de
rebanhos e sua resisténcia fisica permitiram que se tornasse um parceiro
indispensavel na pecuaria. Além disso, também desempenha um papel fundamental
no turismo rural e nas atividades relacionadas ao ecoturismo.

No contexto esportivo, o cavalo Crioulo tem se destacado em diversas
modalidades equestres. Competi¢cdes de rédeas, provas funcionais e apartes de gado
sao algumas das areas em que a raga tem demonstrado sua habilidade, resisténcia e
desempenho. A participagao do cavalo Crioulo em eventos esportivos tem atraido a
atencao de criadores, investidores e admiradores, gerando grande impacto econémico
para a industria deste segmento. Em 2023, houve um aumento significativo no niumero
de participantes em eventos relacionados ao cavalo Crioulo, com um crescimento de
45% no numero de competidores em provas realizadas fora da regido Sul do Brasil.
As atividades equestres movimentam anualmente cerca de 16 bilhbes e emprega
aproximadamente 600 mil trabalhadores de forma direta, contribuindo assim para a
geracao de empregos indiretos também, impulsionando a economia local. Além
destes, eventos como exposigdes, leildes, provas funcionais e competi¢des esportivas
envolvendo os animais da raga também movimentam recursos financeiros, segundo
dados levantados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2016).

A industria equina esta em crescimento devido a ampla gama de atividades
equestres que demandam servigos especializados. Pesquisas estdo sendo realizadas
para aprimorar a industria, visando melhorar os indices de fertilidade dos equinos. A
qualidade seminal desempenha um papel fundamental nos indices reprodutivos, e
técnicas de reproducao assistida, como a inseminacgao artificial, ttm sido utilizadas

para acelerar o ganho genético (MATTOS et al., 2010).
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A idade é um fator importante que pode interferir na produgao de sémen em
garanhdes. Assim como acontece em outros animais, o sistema reprodutivo dos
garanhdes passa por um processo de maturagdo ao longo do tempo. Inicialmente,
quando os garanhdes atingem a puberdade, geralmente por volta dos dois a trés anos
de idade, a produgdo de espermatozoides comega a se desenvolver. No entanto,
nesse estagio inicial, a produc¢ao de sémen pode ser limitada em termos de quantidade
e qualidade (SANTOS et al., 2022).

Conforme os garanhdes envelhecem, a produg¢ao de sémen tende a aumentar.

Durante os anos de pico da vida reprodutiva, geralmente entre quatro e dez anos de
idade, a producao de espermatozoides alcanga seu potencial maximo. Nesse periodo,
0s garanhdes séo capazes de produzir uma quantidade significativa de sémen com
qualidade adequada para a reproducao (PICKETT, 1976)
No entanto, a medida que os garanhdes avangcam em idade, a produgdo de sémen
pode comecar a diminuir. Isso € atribuido a fatores como o envelhecimento dos tecidos
reprodutivos, a diminuicao da atividade hormonal e a possibilidade de problemas de
saude relacionados a reproduc¢ao (GAMBOA et al., 2010).

E importante ressaltar que a idade n&o afeta todos os garanhdes da mesma
maneira. Alguns individuos podem manter uma produgédo de sémen consistente e de
alta qualidade mesmo em idades mais avancgadas, enquanto outros podem apresentar
uma reducédo mais acentuada na producgao espermatica (EGYPTIEN et al, 2023)

Além da producao de sémen, a idade também pode influenciar outros aspectos
da fertilidade dos garanhdes, como a taxa de concepgao e a capacidade de manter a
qualidade genética ao longo do tempo. Portanto, € importante considerar a idade
como um fator relevante ao avaliar a aptidao reprodutiva de um garanhao e ao planejar
programas de reproducao equina (ALVARENGA; PAPA, 2009)

Como podemos observar na rotina de campo, manter um acompanhamento
regular da saude reprodutiva dos garanhdes, incluindo exames fisicos, avaliagao
seminal e monitoramento hormonal, pode ajudar a identificar possiveis alteragbes
relacionadas a idade e adotar medidas adequadas para otimizar a fertilidade e o

sucesso reprodutivo desses animais.
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Durante a estagao reprodutiva, os testiculos dos garanhdes sofrem mudangas
morfoldgicas e funcionais, aumentando de tamanho e peso. Isso esta relacionado ao
aumento da espermatogénese, o processo de formagdo dos espermatozoides
(SANTOS et al., 2022).

A qualidade do sémen produzido pelos garanhdes é um fator crucial para o
sucesso do processo. Os parametros espermaticos, como volume, concentracio,
motilidade, morfologia e viabilidade dos espermatozoides, sdo avaliados para
determinar a fertilidade do sémen (CBRA, 2013). Durante a estacao reprodutiva, em
locais de maiores latitudes, os garanhdes geralmente apresentam melhor qualidade
de sémen, com maior volume, concentragdo e motilidade espermatica (JANETT et al.,
2003), porém de acordo com Freitas et al. (2023), ndo existe alteragdo nos parametros
espermaticos de garanhdes na regido central do Brasil.

Em regides de clima temperado, a produgao espermatica e a fungao testicular
sao mais desenvolvidas durante a estacéo reprodutiva, como descrito em cavalos de
salto (JANETT et al, 2003). No entanto, existem poucos estudos sobre a influéncia da
sazonalidade em garanhdes da Raga Crioula.

Na rotina pratica é possivel observar que além dos fatores sazonais, outros
aspectos podem influenciar a producao espermatica dos garanhdes, como a idade,
genética, saude geral do animal e manejo adequado. Uma nutricdo balanceada,
cuidados veterinarios regulares e um ambiente adequado séo essenciais para manter
a saude e o bom funcionamento do sistema reprodutivo dos garanhdes.

Durante a atividade reprodutiva, o garanhdo exibe comportamentos
caracteristicos, como a maior demonstragéo de libido, interesse sexual por éguas e
pela realizacdo da monta. Ainda, a producado de espermatozoides também aumenta,
resultando em uma maior quantidade de sémen ejaculado e em uma melhoria na
qualidade dos espermatozoides (JOHNSON, 1991).

O Rio Grande do Sul possui clima subtropical tipico, sendo que na regido sul
do estado as estacdes climaticas possuem caracteristicas bem marcadas. Durante os
meses de primavera e verao, quando os dias sao mais longos e as temperaturas sao
mais quentes, os garanhdes geralmente apresentam um aumento na producéo de
sémen, bem como melhor qualidade espermatica. Isso esta associado ao aumento da
atividade hormonal e ao estimulo do sistema reprodutivo causado pelas condi¢des

favoraveis do ambiente.
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O cavalo Crioulo é selecionado através de caracteristicas fenotipicas. Nas
provas de selecdo da raga s&o consideradas as caracteristicas morfologicas,
funcionais e comportamentais inerentes a raga. Os métodos de selecao atualmente
utilizados nas fazendas de reproducao sédo subjetivos, baseados na experiéncia e
preferéncias pessoais dos proprietarios. Além disso, éguas e garanhdes, que
venceram competi¢des, sdo eleitos para se tornarem reprodutores.

Em relagdo a biometria corporal, alguns fatores sdo considerados para o animal
se adequar aos parametros exigidos pela ABCCC, tais como altura, circunferéncia
toracica e circunferéncia de canela, ndo sendo exigidos quaisquer fatores
relacionados a saude reprodutiva do animal.

Diante disso, objetivou-se avaliar a influéncia da idade e da sazonalidade nas
caracteristicas seminais de garanhdes da Raga Crioula mantidos em sistema intensivo

de criagéo.
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Caracteristicas Seminais em garanhdes da ra¢a Crioula: influéncia da sazonalidade e

idade
Effects of season and age on semen characteristics in Criollo breed stallions

Tatiane Leite Almeida', Fernanda Carlini Cunha dos Santos?; Carlos Eduardo Wayne
Nogueira'; Giovana Mancilla Pivato', Uelliton Gomes de Macedo®, Isadora Paz Oliveira dos

Santos', Felipe Pires Hartwig®, Bruna da Rosa Curcio'*

! Departamento de Clinicas Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), Capao do Ledo, RS- Brazil. CORRESPONDENCE: Curcio, B.C.
curciobruna@hotmail.com. Hospital de Clinicas Veterinarias, Campus Universitario, CEP

96010-900, Capao do Ledo,RS- Brazil.

Resumo

A compreensdo da resposta do s€men as variagdes climaticas ¢ de suma importancia para
otimizar os processos de reproducdo, aprimorar a eficiéncia reprodutiva e preservar
caracteristicas genéticas. Objetivou-se avaliar a influéncia da sazonalidade e da idade de
garanhdes da raga Crioula nas caracteristicas seminais. Foram utilizados 2390 ejaculados
provenientes de 104 garanhdes. Foram avaliados volume, vigor, motilidade, morfologia
espermatica e concentracdo, e calculados dos ejaculados. Os garanhdes foram categorizados em
trés grupos etarios: jovens (2-4 anos), maduros (5-15 anos) e idosos (16-25 anos). Foi observada
influéncia da idade (p<0,05) nas varidveis TSPZ e TSPZM, sendo respectivamente maior em
garanhdes maduros (6,4+3.4x10° e 4,8+3,1x10%), seguidos pelos garanhdes jovens
(5,7£3,0x10° e 5,7+3,0x10°) e menores valores nos garanhdes velhos (5,3+3,1x10° e
4,0+2,8x10%). A estacdo climdtica de forma isolada niio apresentou relagdo com as varidveis
espermaticas, contudo apresentou a interacdo com a idade em relagdo a concentracdo, TSPZ e
TSPZM (p<0,05). Garanhdes jovens e maduros apresentaram valores inferiores de TSPZM no
inverno e maiores no verao. Ja nos idosos foi observada reducdo dos valores do TSPZM no
verdo. Na regressdo polinomial, somente garanhdes jovens apresentaram correlagdo com
TSPZM (?=-0,031, p<0,001). Em relacfio as esta¢des climdticas, garanhdes idosos apresentam
menores valores de TSPZM durante o verdo, enquanto garanhdes jovens e maduros
apresentaram maiores médias de TSPZ e TSPZM durante o verdo. Esses resultados confirmam
a relagdo da idade e estacdo climatica em relagdo as caracteristicas seminais em garanhdes da
raga crioula.

Palavras - chave: biotecnologias, producdo espermatica, total de espermatozoides moveis.

Abstract
Understanding the response of semen to climatic variations is of paramount importance to
optimize reproductive processes, improve reproductive efficiency, and preserve genetic
characteristics. This study aimed to evaluate the influence of seasonality and the age of Criollo
stallions on seminal characteristics. A total of 2,390 ejaculates from 104 stallions were used.
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The volume, vigor, motility, sperm morphology, and concentration of the ejaculates were
evaluated and calculated. The stallions were categorized into three age groups: young (2-4
years), mature (5-15 years), and old (16-25 years). An influence of age (p<0.05) was observed
on the variables TSPZ and TSPZM, with the highest values in mature stallions (6.4+3.4x10°
and 4.8+3.1x10°, respectively), followed by young stallions (5.7+3.0x10° and 5.7+3.0x10?),
and the lowest values in old stallions (5.3+3.1x10° and 4.0+2.8x10°). The climatic season alone
did not show a relationship with the spermatic variables, but it did interact with age regarding
concentration, TSPZ, and TSPZM (p<0.05). Young and mature stallions showed lower TSPZM
values in winter and higher values in summer. For old stallions, a reduction in TSPZM values
was observed in summer. In the polynomial regression, only young stallions showed a
correlation with TSPZM (1?=-0.031, p<0.001). Concerning the climatic seasons, old stallions
showed lower TSPZM values during the summer, while young and mature stallions showed
higher average TSPZ and TSPZM during the summer. These results confirm the relationship
between age and climatic season regarding seminal characteristics in Criollo stallions.

Keywords: biotechnologies, sperm production, total motile sperm.

Introduciao

O Cavalo Crioulo desempenha um papel de grande importancia para a economia,
especialmente nas regides sulistas do Brasil, Uruguai e Argentina. Sua versatilidade, resisténcia
e adaptabilidade fizeram com que se tornasse um ativo valioso nas atividades agropecudrias,
turisticas e esportivas dessas regides.

No ultimo levantamento realizado em 2016, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento foi identificado que as atividades equestres movimentavam cerca de 16 bilhdes
e empregavam aproximadamente 600 mil trabalhadores de forma direta, contribuindo assim
para a geracao de empregos indiretos também, impulsionando a economia local. Além destes,
eventos como exposigoes, leildes, provas funcionais e competigdes esportivas envolvendo os
animais da raga também movimentam recursos financeiros.

A equideocultura no pais esta em evidente expansdo onde a intensificacdo e tecnificacio
das criacdes estdo sendo cada vez mais requeridas. Na racga crioula, o uso de inseminagdo
artificial (IA) e transferéncia de embrides (TE) foram aprovados em 2011, e tais biotecnologias
reprodutivas vem ganhando espago e importancia na rotina dos criadores e médicos veterinarios
(Curcio et. al., 2020) A IA, por exemplo, permite a otimiza¢do de garanhdes de alto valor
genético, otimizando o numero de éguas inseminadas por ejaculado, ja a TE permite a
otimizagao das fémeas, possibilitando o uso de éguas idosas ou com patologias que inviabilizem
a manuten¢ao da gestacdo. Junto a estas biotécnicas também se destacam o congelamento de
sémen e mais recentemente a injecao intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), que permite

a reprodutibilidade dos equinos que nao respondem a outras técnicas, possibilita que éguas
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tenham um banco de embrides para poderem ser aposentadas mais cedo, e principalmente a
otimizagdo de garanhdes subférteis ou ja mortos (Valenzuela et al., 2018).

Os equinos sao poliéstricos sazonais, concentrando a atividade reprodutiva nos periodos
de maior luminosidade (primavera e verao), tal ritmo ¢ necessario para que, na natureza, haja
uma sincronizagao entre as exigéncias das fungdes bioldgicas e os diferentes periodos do ano,
permitindo assim que os individuos enfrentem situacdes de estresse, como a menor
disponibilidade de alimentos e 4gua, ou as flutuagdes da temperatura ambiente (Vallejo et al.,
2017). Portanto, durante o inverno, existe a supressio do sistema reprodutivo para
disponibilizar energia para os sistemas considerados essenciais para sobrevivéncia (Vallejo et
al., 2017). Estes fatores sdo observados de forma mais branda em machos quando comparado
as fémeas, e o sistema de criagdo intensivo ameniza ainda mais estes efeitos, visto que os
garanhdes ficam alojados em galpdes com temperatura mais elevado do que no exterior das
instalacdes e tem alimento disponivel na maior parte do tempo, ndo havendo de forma elevada
o gasto de energia para a termogénese (Janett et al., 2003).

Porém, em estudos ja realizados, foram observadas variacdes tanto na qualidade do
sémen, quando na sua composicdo (Pons et al., 1993) e na morfologia e funcionalidade dos
testiculos (Santos et al., 2022). Isso esta relacionado ao aumento da espermatogénese, o
processo de formacgao dos espermatozoides (Mackay et al., 2000). Em contrapartida, durante a
estacdo reprodutiva, os garanhdes apresentam melhor qualidade de sémen, com maior volume,
concentracdo e motilidade espermatica (Makay et al., 2000). Ja4 em estudo realizado na regido
central do Brasil, ndo foram observadas alteracdes em relacdo a qualidade ou composi¢ao
seminal. (Freitas et al, 2023).

Tais alteragdes sao mais evidentes em regioes de clima subtropical, onde a produgdo
espermatica e a funcdo testicular sofrem mudancas durante a estagdo reprodutiva e ndo
reprodutiva como descrito em cavalos de salto (Jannet et al., 2003). Sob outra perspectiva, nas
regides de clima tropical, onde ndo ha tanta alteracdo de temperatura ao longo do ano, as
variaveis espermaticas sofrem menos alteragcdes (Gamboa et al., 2010).

Além dos fatores sazonais, outros aspectos que podem influenciar a producdo
espermatica dos garanhdes, sdo a idade, genética, saide geral do animal e manejo (Alvarenga
& Papa, 2009) A idade ¢ um fator que pode interferir na produgdo de sémen dos garanhdes,
porém assim como em outras espécies o sistema reprodutivo dos garanhdes passa por um
processo de maturagdo ao longo do tempo (Fernandes et al., 2009). Entre 2 e 3 anos os
garanhdes atingem a maturidade sexual, comeg¢ando a producdo de espermatozoides, podendo

variar individualmente, devido a fatores externos como genética, ambiente, nutri¢do € manejo.
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Esse periodo marca o inicio da puberdade para os garanhdes, quando eles se tornam capazes de
produzir espermatozoides moveis estando aptos a iniciar a vida reprodutiva (Fernandes et al.,
2009). No entanto, nesta idade a producdo pode ser limitada em termos de quantidade e
qualidade (Pikett et al., 1976).

Conforme os garanhdes amadurecem, a producdo tende a aumentar, atingindo o seu
potencial maximo, tendo qualidade e quantidade adequada para a reprodugdo. Conforme
avangam a idade, a produgao de sémen pode comegar a diminuir, tanto em quantidade como
em qualidade. Isso pode ser atribuido a fatores como envelhecimento dos tecidos reprodutivos,
a diminui¢do da atividade hormonal e a possibilidade de problemas de satide relacionados a
reproducdo (Harris et al., 1982). Diante disso, o objetivo foi avaliar a influéncia da idade e da
sazonalidade nas caracteristicas seminais de garanhdes da raca Crioula mantidos em sistema

intensivo de criagao.

Materiais e Métodos

Animais e Local

O estudo foi baseado em registros de dados retrospectivos de sete temporadas
reprodutivas de 2015/2016 até 2021/2022 de uma Central de Reprodu¢do Equina, especializada
no atendimento de equinos, com énfase na raca Crioula no sul do Rio Grande do Sul - Brasil
(Latitude: 31° 46° 34” Sul, Longitude: 52° 21° 34” Oeste). Foram analisados 2390 ejaculados
de 104 garanhdes da raca Crioula, com idades entre 2 e 25 anos. Todos os procedimentos
realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Pelotas sob o protocolo n® 006744/2022-18. O procedimento com
animais aqui descrito seguiu as diretrizes do Conselho para as Organizagdes Internacionais de
Ciéncias Médicas.

Os dados considerados para o estudo foram oriundos de ejaculados de garanhdes higidos
que estavam em regime de coleta de sémen periddico. Sendo os mesmos considerados aptos
para a reproducdo de acordo com os critérios do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal
(CBRA, 2013).

Todos os garanhdes incluidos neste estudo eram mantidos em sistema de manejo
intensivo, com cocheiras individuais modelo padrao (10 m?), cocho individual automatico para
o manejo hidrico e cocho individual para manejo alimentar. Os animais recebiam racao
comercial peletizada balanceada e volumoso (pasto cortado de azevém, campo nativo

melhorado e feno de alfafa).
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Coleta e avaliacdo seminal

As coletas de sémen foram realizadas por meio do uso da vagina artificial modelo
Botucatu, preparada com agua aquecida entre 42°C e 45°C, com copo coletor graduado, para
medi¢do do volume seminal e com um filtro proprio para filtragem do sémen e descarte da
fragdo gel. Para o ato da monta os garanhdes poderiam saltar em uma égua em cio, devidamente
contida, ou no manequim artificial de modelo padrao no mercado e padronizado para o tamanho
da raca, com estimulo de uma égua em cio natural para rufiacdo, mantida em tronco de
conten¢do na sala de coleta de sémen durante todo o processo.

Em relacdo ao s€men, imediatamente apos a colheita, foram analisados, visualmente, o
volume, o aspecto e a cor e, sob microscopia convencional, de forma subjetiva, a motilidade
total e o vigor. Ainda, uma aliquota de 10uL de sémen fresco foi diluida em 190uL de solucao
de dgua destilada, para determinagdo da concentracdo espermatica, utilizando-se preparagao na
camara de Neubauer (espermatozoide/ml) e visualizagdio em microscopia convencional,
aumento de 20x, no laboratorio anexo a sala de coleta.

Para controle dos garanhdes selecionados, aproximadamente 10% dos ejaculados
(n=209/2390) foram selecionados aleatoriamente para avaliacdo da morfologia espermatica
pela de coloragdo eosina-nigrosina, para as avaliagdes foram preparadas laminas em esfregaco
umido (1 gota de sémen fresco e uma gota do corante) e avaliagdao de 200 células espermaticas
em aumento de 1000x por microscopia de luz.

As avaliacdes de patologia e integridade dos espermatozoides (eosina-negrosina),
motilidade e vigor foram utilizados para manter os garanhdes no estudo, considerando os
mesmos aptos para a reprodugdo. Assim, os garanhdes utilizados no presente estudo
apresentaram os seguintes valores de média e erro padrdo da média: motilidade 80+0,14%,
defeitos maiores 20+0,8% e lesdo de membrana 16+1,4%. Todos os animais apresentaram vigor
espermatico igual ou superior a 3, sendo que 80%dos garanhdes com vigor espermatico < 4.
Esses valores estao de acordo ao descrito no padrao androlégico da espécie equina do Colégio
Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013)

Todas as coletas e avaliacdes seminais foram realizadas pela mesma equipe, composta

por dois veterindrios e dois tratadores responsaveis pela conducao dos garanhdes para a coleta.

Analise Estatistica
O total de espermatozoides foi obtido através da multiplicagdo do volume total pela

concentracdo de espermatozoides por ml, obtido através da camara de Neubauer. Ja o total de
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espermatozoides moveis, foi obtido através da multiplica¢do do total de espermatozoides pela
motilidade

Os dados coletados foram organizados no formato de planilha e as analises estatisticas
foram realizadas pelo software StatistixVersion 10.0 (sxw.exe).

Foi realizada estatistica descritiva para os dados quantitativos e distribuicdo de
frequéncia para as varidveis qualitativas. Para isto, os animais foram divididos em trés grupos,
onde os jovens tinham de 2 a 4 anos (n=32), os maduros de 5 a 14 anos (n=56) ¢ os idosos de
15 a 25 anos (n= 16), de acordo com estudo realizado por Santos et al. (2022).

Foi utilizado o teste Shapiro-Wilk para analise da normalidade dos dados. Para
determinar a existéncia de diferenca significativa entre as médias dos grupos, foi utilizada uma
analise de variancia (ANOVA) e posteriormente teste de Tukey HSD. Além do teste de Pearson,
para avaliar o grau e a direcdo da relacdo linear entre as variaveis. Regressdo Polinomial do
Grupo Geral (n=102) e nos grupos conforme idade (jovens, maduros e idosos) da variavel
concentragdo, total de espermatozoides da amostra e total de espermatozoides moveis. Onde
quando divididos por idade os dados ndo apresentaram distribuicdo normal mesmo apds

transformagao, sendo necessaria a analise ndo paramétrica de Kruskall-wallis.

Resultados e Discussio

Foi observada influéncia da idade dos garanhdes nas varidveis total de espermatozoides
(TSPZ) por ejaculado e total de espermatozoides moveis (TSPZM) por ejaculado. A estagdo
climatica de forma isolada ndo apresentou relagdo com as varidveis espermaticas avaliadas.
Contudo, quando avaliada a interagdo entre a idade e a estacao climética, foi observada relagao
significativa com a concentracao, total de espermatozoides por ejaculado e total de moveis por
ejaculado (Tabela 1). Quando a varidvel garanhdo foi inserida no modelo de variancia,
observou-se influéncia altamente significativa em relagdo a todas as varidveis espermaticas

analisadas (p< 0,001).
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Tabela 1. Fatores que afetam a concentragdo de espermatozoides por ejaculado (n=2390), total
de espermatozoéides por ejaculado e total de espermatozdides méveis por ejaculado (andlise de

variancia one-way).

Parametros Concentracio Total Espermatozoides Total Espermatozoides
(10%/mL) (10%/ejaculado) Moveis (10°/ejaculado)
GL Valor-F P GL Valor- P GL Valor- P
F F
Ano 6 210,48 <0,001 6 46,43 <0,001 6 143,58 <0,001
Idade 2 13,07 <0,001 2 23,20 <0,001 2 25,78 <0,001
Estacao 3 8,22 <0,001 3 1 0,3904 3 0,95 0,4175
Idade* Estacéio 6 3,49 0,0019 6 5,45 0,001 6 5,26 < 0,001
Erro 2372 2372 2372
Total 2389 2389 2389

DF: Graus de liberdade. A significancia foi estabelecida em P<0,05.

Na comparagdo entre médias, o grupo de garanhdes jovens apresentou maior
concentragdo espermatica por mL, mas quando avaliado o total de espermatozoides e o total de
espermatozoides moveis os garanhdes maduros apresentaram os maiores valores (Tabela 2).
Quando avaliados os mesmos parametros observando a influéncia das estagdes sem a divisdo
dos grupos de idade dos garanhdes, foi observada diferenca somente na concentragao

espermatica, menor na primavera em comparagao ao verao (Tabela 3).

Tabela 2. MédiastDPM da concentracdo, total de espermatozoides (TSPZ) e total de
espermatozdides moveis (TSPZM) de acordo com o grupo de idade (Analise variancia one-

way, pos hoc LSD test, p<0,05).

Concentracio TSPZ (10°/ejaculado) TSPZM (10%ejaculado)
(10%/mL)
Jovens 135+75% 5,7+3,08 3,9+2,08
Maduros 153768 6,443 4 4,843,1A
Idosos 110+£76€ 5,3+3,1€ 4,0+2,8¢

* Letras diferentes (A, B e C) na mesma coluna, denotam significancia de p<0,05, para as variaveis.
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Tabela 3. MédiastDPM da concentracdo, total de espermatozoides (TSPZ) e total de
espermatozdides méveis (TSPZM) de acordo com a estagdo climatica (Analise varidncia one-

way, pos hoc LSD test, p<0,05).

Concentracao TSPZ TSPZM

(10%/mL) (x 10%ejaculado) (10%/ejaculado)
Inverno 155,314 5541,8 4 3834,8 A
Verio 152,59 AB 574524 391394
Outono 145,27 B 5862,0 4 397444
Primavera 132,93 ¢ 5811,14 4156,9 A

* Letras diferentes (a, b e ¢) na mesma coluna, denotam significancia de p<0,05, para as varidveis.

Na regressao polinomial foi possivel observar no grupo dos jovens uma fraca correlacao
positiva do nimero total de espermatozoides méveis (r>= -0,033) por ejaculado com a idade
(p<0,001), a concentragdo (r2= -0,031) também apresentou fraca correlagdo positiva com a
idade (p<0,001). J4 o total de espermatozoides ndo apresentou correlagao (p>0,05).

Ainda no grupo dos jovens, quando comparado o volume de acordo com as estagdes,
foi possivel observar um aumento no verdo e menor volume no inverno. Ja a concentracao foi
inversamente proporcional ao volume, sendo maior no inverno e menor no verao.

Garanhdes jovens e maduros apresentaram valores inferiores de total de
espermatozoides moveis no periodo de inverno, enquanto os maiores valores foram encontrados
no més de verdo. Nos garanhdes idosos esse padrdao nao foi identificado, sendo observada a
redugdo dos valores de TSPZM durante o periodo de verdo (Tabela 4).

Quando avaliado apenas o grupo dos maduros, os parametros total de espermatozoides
por ejaculado (1?=0,004), volume (r?=0,082) e concentracio (r*= -0,008), foi possivel observar
uma fraca correlagdo com a idade (p<0,05). O total de espermatozoides mdveis ndo apresentou
correlagdo (p = 0,1209).

Quando avaliado apenas o grupo dos maduros foi possivel observar que o total de
espermatozoides (r*= -0,031) e concentracdo (r’= -0,061) tiveram fraca correlagio negativa
(p<0,05) com a idade e o volume (p=0,3541) e total de espermatozoides moveis (p=0,8700) nao

apresentaram correlagao.
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Tabela 4. MédiastDPM dos parametros Total de espermatozoides (TSPZ) e Total de
espermatozdides moveis (TSPZM) dos grupos jovens, maduros e idosos de acordo com a

estacdo climatica inverno, primavera, verdo e outono (Kruskal wallis, pos hoc Dunn's test,

p<0,05).

Jovens Maduros Idosos
TSPZ TSPZM TSPZ TSPZM TSPZ TSPZM
(x10%) (x109) (x109) (x109) (x109) (x109)
Inverno 5,24+0,3B 2,0+0,3€ 5,5+0,1B 4,2+0,1¢ 5,44+0,24 4,1+0,24
Primavera 5,3+0,3B 4,140,248 6,8+0,24 5,1+0,2B 6,0+0,54 4,4+0,54
Verao 6,6+0,44 5,4+0,34 7,3+0,24 5,9+0,24 4,6+1,1B 3,0+0,98
Outono 5,740,248 3,8+0,2B 6,8+0,24 4,9+0,28 5,140,248 4,0+0,24

Diversos estudos tém tentado mostrar a influéncia da sazonalidade no cavalo Crioulo ao
longo dos anos (Sharp et al., 1993; Johnson, 1991; Hoffmann & Landeck, 1999; Van der Holst,
1975). No entanto, as alteragdes sazonais na qualidade do sémen e na morfologia dos
espermatozoides ainda ndo estdo totalmente estabelecidas pela literatura. Neste estudo,
observamos parametros consistentes e de boa qualidade de motilidade e vigor espermaticos em
todos os grupos, de acordo com os dados do Colégio Brasileiro de Reproducdao Animal (2013).

Foi observada uma influéncia significativa da idade dos garanhdes nas varidveis de
producdo espermatica, especificamente no total de espermatozoides por ejaculado e no total de
espermatozoides moveis por ejaculado, os quais estdo relacionados com a fertilidade dos
garanhodes (Jasko et al., 1992). Esses resultados indicam que a idade dos garanhdes desempenha
um papel importante na quantidade e na viabilidade dos espermatozoides produzidos durante a
ejaculagdo.

Por outro lado, a estacdo climatica isoladamente nao demonstrou uma relacdo
significativa com as variaveis espermaticas avaliadas. Isso indica que, independentemente da
estacao do ano, as caracteristicas do clima ndo tiveram um impacto direto na producao e na
viabilidade dos espermatozoides dos garanhdes da raca Crioula quando considerados os trés

grupos de forma conjunta.
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Quando considerada a interagdo entre a idade dos garanhdes e a estacdo climatica, foi
observada uma relagdo significativa com a concentracdo de espermatozoides, o total de
espermatozoides por ejaculado e o total de espermatozoides moveis por ejaculado. Isso sugere
que a combinag¢ao da idade do garanhao e das condi¢des climaticas pode ter um efeito conjunto
na produg¢do e na qualidade dos espermatozoides.

Esses resultados destacam a importancia de considerar tanto a idade dos garanhdes
quanto as variagdes sazonais do clima ao avaliar a fertilidade e a capacidade reprodutiva desses
animais. O entendimento dessas interagdes pode auxiliar na tomada de decisdes para programar
as coberturas e congelamentos de sémen a fim de maximizar a fertilidade e o sucesso
reprodutivo dos animais.

Os dados obtidos revelam um efeito altamente significativo do garanhdo como individuo
na qualidade dos ejaculados em relagdo a todos os pardmetros avaliados. Ou seja, cada garanhao
apresentou caracteristicas unicas em termos de producgdo espermatica e qualidade do sémen.
Esta variacdo entre os garanhdes pode ser atribuida a diversos fatores, como genética, idade,
satde reprodutiva, manejo e ambiente (Pickett et al., 1989). Cada garanhdo pode apresentar
diferencas nas caracteristicas fisicas e funcionais das células espermaticas, resultando em
variagdes nos parametros seminais, como volume, concentragdo, motilidade, morfologia e
viabilidade dos espermatozoides.

Na comparagao entre médias, observamos que o grupo de garanhdes jovens apresentou
uma média maior de concentragdo de espermatozoides. No entanto, quando avaliamos o total
de espermatozoides ejaculados e o total de espermatozoides moéveis, os garanhdes maduros
apresentaram os maiores valores. Embora os garanhdes jovens possam ter uma concentracao
maior de espermatozoides por unidade de volume, os garanhdes maduros tém uma produgao
total de espermatozoides e uma quantidade maior de espermatozoides moéveis durante a
ejaculagdo. Esses resultados sugerem que a maturidade sexual e o desenvolvimento completo
do sistema reprodutivo sdo importantes para alcangar uma produgdo espermatica mais robusta
e uma maior quantidade de espermatozoides moveis favorecendo a fertilidade deste animal
(Johnson et al., 1991).

Ao analisar a influéncia da idade do garanhdo nas caracteristicas seminais, observamos
que garanhdes mais jovens e garanhdes mais idosos sdo mais suscetiveis a mudangas sazonais
do que os garanhdes mais maduros, como demonstrado na Tabela 4. Verificou-se uma reducdo
de espermatozoides moveis no inverno em garanhdes mais jovens € no verdo em garanhdes
mais idosos. Por outro lado, os garanhdes maduros apresentaram um maior nimero de

espermatozoides totais e mdveis durante o verao e menor numero desses parametros durante o
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inverno, corroborando com os resultados de Janet e colaboradores (2002), que encontraram
maior volume e melhor qualidade durante o verdo. Essa influéncia da idade na qualidade do
sémen possivelmente se deve ao aumento progressivo das células de Sertoli e Leydig nos
testiculos dos garanhdes até aproximadamente 12 anos de idade, além da relativa maior
concentragdo de hormonios reprodutivos no sangue e tecido testicular (Mackay, 2000).

Em relagdo a producdo de sémen, observamos que os garanhdes idosos tiveram sua
maior producdo durante a primavera e inverno, com piora na quantidade e qualidade dos
espermatozoides no verao. O estresse térmico em garanhdes mais idosos pode desencadear uma
diminui¢do na producdo de espermatozoides, bem como altera¢des na qualidade espermatica.
Altas temperaturas podem afetar negativamente a morfologia, motilidade e viabilidade dos
espermatozoides. Além disso, o estresse térmico também pode levar a distarbios enddcrinos e
comprometer a fun¢ao testicular (Sharp et al., 1993).

Quando avaliamos as correlagdes, observamos que os garanhdes jovens apresentam uma
fraca correlacdo positiva com a idade nos aspectos reprodutivos. Isso significa que, em geral, a
medida que os garanhdes se tornam mais velhos, pode haver uma tendéncia de melhoria em
certos parametros reprodutivos. Essa correlagdo pode ser observada em varias medidas de
desempenho reprodutivo, como a producdo de espermatozoides, a qualidade do s€émen ¢ a
fertilidade. E comum que garanhdes jovens apresentem uma producio espermatica inicialmente
menor, mas que aumenta a medida que amadurecem. Isso pode estar relacionado ao
desenvolvimento do sistema reprodutivo e ao aprimoramento das caracteristicas fisicas e
funcionais das células espermaticas (Hoffmann & Landeck, 1999).

Quando consideramos apenas os garanhdes maduros, foi observada uma fraca
correlagdo negativa entre a idade e o total de espermatozoides por ejaculado, o volume do
ejaculado e a concentragdo de espermatozoides. Isso significa que, a medida que os garanhdes
maduros envelhecem, ha uma tendéncia de diminui¢do no numero total de espermatozoides
produzidos por ejaculado, no volume do ejaculado e na concentragdo de espermatozoides.

Esses resultados sugerem que a idade dos garanhdes maduros pode ter um impacto
negativo nas caracteristicas seminais, com uma reducdo gradual na producdo de
espermatozoides e nas quantidades ejaculadas. No entanto, ¢ importante destacar que essa
correlagdo foi considerada fraca, o que indica que outros fatores além da idade podem
influenciar significativamente essas variaveis.

Outros fatores, como genética, saide reprodutiva, manejo e nutrigdo adequados,

também desempenham um papel importante na qualidade e quantidade de espermatozoides
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produzidos pelos garanhdes maduros. Além disso, ¢ possivel que haja variagdes individuais
entre os garanhdes, o que pode explicar a natureza da correlagdo fraca.

Por outro lado, os garanhdes idosos apresentaram uma fraca correlagao negativa, como
esperado (Sharp et al., 1993). Em geral, a medida que os garanhdes envelhecem, pode haver
uma tendéncia de diminui¢io em certos pardmetros reprodutivos. E comum que haja redugdo
na producdo de espermatozoides, bem como diminui¢do na qualidade do sémen em termos de
motilidade e viabilidade dos espermatozoides. Essas alteragdes podem estar relacionadas ao
envelhecimento do sistema reprodutivo, diminui¢do da fungdo testicular e alteragdes
hormonais. Além disso, garanhdes idosos s3o mais suscetiveis a problemas de satde
relacionados a reproducdo, como doengas ou distirbios hormonais, que podem afetar
negativamente sua capacidade reprodutiva (Sharp et al., 1993).

Durante a atividade reprodutiva, o garanhdo exibe comportamentos caracteristicos,
como maior demonstragdo de libido, interesse sexual por éguas e monta (Allen et al., 2018). A
produgdo de espermatozoides também aumenta durante esse periodo, resultando em uma maior
quantidade de s€émen ejaculado e melhoria na qualidade dos espermatozoides. Durante os meses
de primavera e verdo, quando os dias sdo mais longos e as temperaturas sao mais quentes, 0s
garanhdes geralmente apresentam um aumento na produ¢do de sémen, bem como uma melhor
qualidade espermatica. Isso esta associado ao aumento da atividade hormonal e ao estimulo do
sistema reprodutivo causado pelas condi¢des favoraveis do ambiente. Tais caracteristicas sao
notaveis nos garanhdes maduros, organismos ja aptos a reproducdo e nao tdo sensiveis em geral

as mudangas climaticas como os mais idosos.

Conclusao

A produgdo espermatica em garanhdes maduros da raga crioula, com idade entre 5 e 14
anos, ¢ superior a dos individuos jovens (2-4 anos) e idosos (16-25 anos). Sendo que os
garanhdes 1dosos apresentaram reducao do total de espermatozoides moveis durante o verdo,
de forma contraria aos garanhdes jovens € maduros que apresentaram maiores valores nesta

estacao.
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4 Consideragoes Finais

O estudo sobre a sazonalidade e a idade de garanhdes da raga Crioula revelam
insights valiosos para a compreensado da reprodugao equina e a otimizagao das
praticas reprodutivas. A analise das caracteristicas seminais desses animais ao longo
de diferentes estagdes do ano e fases de vida proporcionou um panorama abrangente
das influéncias climaticas e etarias sobre a qualidade do sémen.

A constatacdo de que os garanhdes idosos sdo mais suscetiveis a influéncia
das altas temperaturas no verdo ressalta a importancia de considerar fatores
climaticos ao planejar atividades reprodutivas. A queda na qualidade do sémen
durante certas épocas do ano para esses grupos especificos pode orientar os
criadores a adotar estratégias de manejo mais cuidadosas e intervencdes pontuais
para garantir uma reprodugdo bem-sucedida. Enquanto em garanhdes jovens e
maduros o pior padrao € demonstrado no inverno e o melhor cenario na primavera e
verdo, acompanhando a tendéncia da sazonalidade em ter seu potencial maxima na
eépoca reprodutiva.

A interacdo entre sazonalidade e idade na qualidade do sémen destaca a
complexidade da fisiologia reprodutiva equina. Essa compreensao mais profunda
pode orientar os criadores na selegdo de garanhdes adequados para programas de
reproducdo especificos, levando em consideracio tanto a idade quanto a época do
ano. Além disso, esses resultados reforcam a importancia de praticas de manejo que
minimizem o estresse térmico, especialmente em garanhdes mais jovens e idosos.

Em ultima analise, o estudo da sazonalidade e da idade de garanhdes da raga
Crioula nao apenas enriquece nosso conhecimento sobre a reprodug¢ao equina, mas
também oferece insights praticos e tangiveis para aprimorar as estratégias de
reproducdo e, consequentemente, a qualidade genética da raca. Ao considerar as
nuances das variacdes climaticas e fases de vida, os criadores podem tomar decisbes
mais informadas e eficazes, contribuindo para o progresso continuo e o sucesso da

criagao de cavalos Crioulos.
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