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Introducéo

Os danos causados ao espermatozoide durante o processo de criopreservacdo podem resultar
na reducdo da proporcdo de espermatozoides viaveis, assim como na capacidade funcional destes
(WATSON, 2000). Bons resultados na criopreservacdo sdo dependentes da qualidade do sémen,
bem como das interagBes entre diluidores, crioprotetores e curvas de congelacdo e descongelagéo,
com intuito de minimizar os danos causados pelo choque térmico (PICKETT E AMANN, 1992).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, de forma comparativa, o potencial de fertilidade do sémen
criopreservado de garanhdes das racas Quarto de Milha e Mangalarga Machador por meio da anélise
da estrutura espermatica através de sondas fluorescentes e da motilidade pelo Sistema CASA.
Metodologia

Foram utilizados 12 garanhdes com idade entre 3 e 5 anos, sendo seis da raca Quarto de Milha
e seis da raca Mangalarga Machador. De cada animal foram colhidos seis ejaculados, por meio de
vagina artificial, com intervalo minimo de 48 horas entre as colheitas. Os ejaculados com motilidade
espermatica minima de 60% foram diluidos no meio de resfriamento Botu-sémen® na diluicdo de 1:1.
Apés a diluicdo, as amostras foram centrifugadas com uma forca de 650G por 10 minutos, o
sobrenadante desprezado e os “pellets” foram ressuspensos utilizando os meios de congelacdo Tris-
gema ou Botu-crio®. A seguir o sémen envasado em palhetas e congeladas em maquina TK 3000, na
curva de congelagdo rapida. Apds a descongelacdo, o sémen foi avaliado quanto a integridade da
membrana espermatica e acrossoma e a atividade mitocondrial, segundo a técnica descrita por
Celeghini (2005) e analise da motilidade espermatica pelo sistema CASA. Na analise do sémen pos-
descongelacéo, utilizou-se 0 modelo estatistico fatorial 2x2 com seis repeticdes. Para as médias foi

realizado o teste SNK de comparacédo a 5% de probabilidade.

Resultado e discusséo

Como pode ser visto na tabela 1, o percentual da integridade da membrana plasmética e
acrossomal diferiram significativamente (P>0,05) comparado os dois diluentes. O diluente Botu-crio®
proporcionou um maior percentual de espermatozéides com a membrana plasmatica intacta, valores
semelhantes foram encontrados por Crespilho et al. (2006). Terraciano et al., (2008) trabalhando com
as curvas de criopreservagdo automatizada e convencional, observou diferenga significativa (P<0,05)
entre as curvas, tendo a curva automatizada que proporcionado um maior percentual de células
espermaticas integras. Os espermatozéides diluidos no Tris mostraram maior percentual de
integridade do acrossoma, e o percentual de espermatozéides com funcdo mitocondrial ndo diferiram

significativamente (P<0,05) entre os diluentes. Estes valores estdo de acordo com os descritos por



Alvarenga et al., (2000). Nascimento (2006), trabalhando em trés concentragfes espermaticas nao
observou diferenca significativa (P>0,05) nas trés concentracfes para a integridade acrossomal, ja o
potencial mitocondrial diferiu (P<0,05) na terceira concentracdo, mais concentrada, apresentando um

valor menor que as demais.

Tabela 1 — Médias e desvios padrao da integridade de membrana plasmatica (%), integridade de
acrossoma (%), funcdo mitocondrial (%) de espermatozéide equino das ragas Quarto de Milha e
Mangalarga Machador em dois diluidores

Estruturas Diluentes
Botu-crio® Tris
Membrana Plasmatica 58,00+1,472 44,70+1,47°
Acrossoma 5,66+3,46" 18,91+1,14%
Mitocéndria 68,16+3,67°% 68,35+4,03%

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha, néo diferem entre si (P<0,05).

Ao se observar a tabela 2, os percentuais obtidos referentes a motilidade progressiva
demonstram que houve uma interagdo significativa entre as racas e os diluentes, dessa forma, os
ejaculados diluidos no Botu-crio® apresentaram valores de motilidade superiores ao Tris e, entre as
racas, a Mangalarga Marchador apresentou valores superiores com a utilizacdo deste diluente.
Zimmermann (2007), analisando sémen em dois tempos e dois diluentes, observou no segundo
tempo diferenga significativa (P>0,05) com relagdo & motilidade progressiva e BCF entre os dois
diluentes. Isso pressupfe que o tempo entre a coleta e a andlise pode ter influenciado nos

parametros espermaticos analisados.

Tabela 2 — Médias e desvios padrdo referentes a motilidade progressiva (%) e (BCF) de
espermatozéides de garanhfes das ragas Quarto de Milha e Mangalarga Machador, segundo o
diluente, avaliados pelo CASA

Raca Motilidade BCF
Botu-crio® Tris Botu-crio® Tris
Quarto de Milha 16,39+40,84"% 5,87+3,64™° 8,58+0,26""  9,06+0,84"*

Mangalarga Machador 39,97+55,41" 7,97+18,00"" 8,42+3,12"*  7,26+2,01%

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha, néo diferem entre si (P<0,05).
Médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si (P<0,05).

Concluséo
O diluente Botu-Crio® se mostrou superior, proporcionando uma melhor qualidade no sémen
dos garanhdes.
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