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ABSTRACT

Considering the limitations of the use of frozen sperm in equine reproduction, this study aimed
to analyze the motility parameters of equine defrozen semen which was resuspended in
cryoprotectant. There were five semen collections using artificial vagina. Each one of this was
submitted to standard cryopreservation protocol. The straws were defrozen and immediately
analyzed. After that, the semen was resuspended in cryoprotectant and reanalyzed after 5 min.
The motility parameters (total and progressive) as the vigor do not present significant
differences.
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INTRODUCAO

A equinocultura vem crescendo no mercado brasileiro, gerando milhares de empregos
e movimentando bilhdes de reais (LIMA e CINTRA, 2016). A utilizacdo de biotécnicas
aplicadas a reproducdo é importante ndo apenas para aumentar a producido e valorizar o
melhoramento genético em si, mas também minimiza a disseminagdo de doengas
transmissiveis, elimina barreiras geograficas e permite a criagdo de um banco com material
genético de animais com tempo de vida limitado (ALVARENGA et al., 2016).

Uma das limitacdes atuais para aplicabilidade plena e satisfatéria da técnica de
inseminagdo artificial utilizando sémen congelado é sua menor taxa de fertilidade quando
comparado ao sémen fresco ou resfriado (FREITAS, 2015). Portanto, este estudo buscou
avaliar as alteracbes nos parimetros cinéticos do sémen equino pos-descongelacdo e a
redilui¢do deste em crioprotetor.

MATERIAL E METODOS

Com a ajuda de um manequim de coleta e uma vagina artificial modelo Botucatu
(Botupharma, Botucatu Brasil), um total de cinco ejaculados foram coletados de um mesmo
garanhdo adulto de fertilidade comprovada da raca Mangalarga Marchador, em intervalos de
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48 horas, sempre na presenca de uma égua em estro. Apos a filtragem em filtro de nylon
apropriado para a retirada de gel e sujidades, a fracdo rica do sémen foi avaliada quanto ao
volume e aspectos macroscopicos (cor, consisténcia, odor). Em seguida, foram feitas as
seguintes avaliacdes do sémen, em microscopio oOtico no aumento de 400x (CBRA, 2013) :
motilidade total (MT - %); motilidade progressiva (MP - %) e vigor espermatico (0 a 5). Além
disso, a concentragdo espermatica foi mensurada através do uso de espectrofotometro
especificamente graduado para o sémen equino (SDMI, Minitube®, Proto Alegre, Brasil). A
fracdo rica de cada ejaculado foi entdo diluida em BomSémen Special® (Biotech Botucatu,
Botucatu, SP) na proporc¢ido de 1:1 e centrifugada em temperatura ambiente (600g/10min) a
um protocolo de criopreservacido padriao (ALVARENGA er al., 2016).

Foram descongeladas duas palhetas de cada ejaculado em uma temperatura de 37°C
por 60 segundos para uma analise posterior, sempre pelo mesmo avaliador. Uma aliquota de
100pl do sémen descongelado foi diluida no mesmo crioprotetor em que foi congelada
(BotuCrio®, Biotech Botucatu, Botucatu, SP, Brasil) na proporc¢io 1:1 e mantida durante 5
minutos em banho maria (37°C). Os mesmos pardmetros cinéticos foram igualmente
reavaliados. A analise estatistica foi realizada através de Teste t utilizando o programa
Bioestat”® versio 5.3. (p>0.05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As Motilidades Total (MT) e Progressiva (MP), e os resultados dos que apresentaram
movimentacdo retilinea ou curvilinea estdo expressos na Tab. 01. Ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo avaliado logo apés a descongelacdo e o avaliado apés nova diluicao
para os pardmetros cinéticos. Contudo, Zimmermann (2007), através de analise
computadorizada do sémen pds-descongelacido aos 10 minutos e 1 hora apos a diluicdo com
Botucrio®, verificou uma melhora na motilidade total e progressiva no tempo final, sugerindo
que o tempo de 5 minutos pode ter sido curto para a analise dos efeitos do diluente.

Tabela 01: Valores médios da duplicada para cada procedimento de congelacédo (C1 ao C5).

VIGOR  %MP %MC %ES %MT
Cl1 3.25 384 24,1 37,5 62,5
C1+BOTUCRIO 3,25 432 243 32,5 67,5
2 3.25 41,0 16.5 425 57,5
C2+BOTUCRIO 3.25 427 19.8 37.5 62,5
C3 2,75 39.0 16.0 45.0 55,0
C3+BOTUCRIO | 2,75 50.6 144 35,0 65.0
Cc4 3,25 354 17,1 47,5 52,5
C4+BOTUCRIO | 3,50 39.5 10.5 50,0 50,0
Cs 3.25 34,8 24 42,5 57.5
C5+BOTUCRIO | 3.00 30.1 249 45,0 55,0

MP: Motilidade progressiva. MC: Motilidade curvilinear. Es: estdticos. MT: Motilidade total.
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Embora a rediluicdo do sémen no diluente Botucrio® apés a descongelacdo ndo tenha
melhorado os pardmetros seminais neste estudo, Camardo et a/ (2014) conseguiram 16,66% de
prenhezes utilizando sémen equino descongelado adicionado ao mesmo diluente, sendo a
inseminacio realizada na pré-ovulagio (24 horas ap6s indugéo), indicando que a rediluigio em
Botucrio® pode aumentar o tempo de sobrevida das células espermaticas no interior do trato
reprodutivo das éguas. Além disso, o procedimento ndo se demonstrou deletério para o sémen
quanto aos parametros cinéticos basicos estudados podendo, portanto, ser uma possivel
estratégia viavel para a utilizacdo na rotina de inseminacdo artificial com sémen congelado.

CONCLUSAO
A rediluicdo do sémen equino pés-descongelacdo em crioprotetor compativel nao
alterou os principais parametros cinéticos dos espermatozoides. Maiores estudos envolvendo
um maior nimero de animais associados as ferramentas de avaliacdo mais profunda como
analise computadorizada, integridades da membrana e DNA, bem como testes de fertilidade in
vitro e in vivo podem ser definitivos para a demonstracio mais clara dos beneficios da
rediluicdo na fertilidade do espermatozoide equino pés-descongelagio.
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