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ABSTRACT
Centrifugation of equine semen through a silanated silica-particle solution (EquiPure
has shown promise for enhancing the fertility of selected subfertile stallions. Thus, the
present study aimed to evaluate the total and progressive motility and vigor of a
Mangalarga Marchador stallion using a density gradient centrifugation (Equipure™)
before and after cryopreservation.
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INTRODUCAO

Na espécie equina a selecdo dos reprodutores ndo ¢ realizada baseada nas
caracteristicas reprodutivas, mas através de fatores fenotipicos e performance atlética,
tornando necessario o uso de estratégias para aumentar a qualidade do sémen e a fertilidade
destes animais (BRINSKO et al., 2007).

As técnicas de selecdo espermadtica visam melhorar a qualidade do sémen fresco,
refrigerado ou congelado de garanhdes através da separagdo e eliminagdo dos
espermatozoides defeituosos. Recentemente um gradiente de densidade para a selecdo de
espermatozoides, utilizando um coloide composto por particulas de silica recobertas com
silane, permitiu aumentar a taxa de recuperagdo espermatica. Este gradiente ¢ conhecido
comercialmente como Equipure’, que possui grande potencial para melhorar o
aproveitamento reprodutivo (PAPA, 2012).

Assim, o presente estudo objetivou avaliar a sele¢do espermatica através da
motilidade total, progressiva e vigor do ejaculado de um garanhdo da raga Mangalarga
Marchador, utilizando a centrifuga¢io com gradiente de densidade (Equipure™) antes e
depois da criopreservacao.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em julho de 2018, em um haras, localizado no municipio de
Aquiraz, Ce, Brasil. Com a ajuda de um manequim de coleta e uma vagina artificial
modelo Botucatu (Botupharma), um total de trés ejaculados foi coletado de um mesmo
garanhdo adulto de fertilidade comprovada da raca Mangalarga Marchador, em intervalos
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de 48 horas, sempre na presenga de uma égua em estro. Apo6s 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, foi avaliada a
motilidade total (MT - %), progressiva (MP - %) e vigor (0 a 5) em microscopio 6tico no
aumento de 400x, de acordo com CBRA (2013). Além disso, a concentragdo espermatica
foi mensurada através do uso de espectrofotometro, especificamente graduado para o
sémen equino (SDM1, Minitube®). A fracio rica de cada ejaculado foi entdo diluida em
BotuSémen Special® (Biotech Botucatu, Botucatu, SP) na propor¢io de 1:1 e dividida em
dois grupos, o Grupo Controle (GC) e Grupo Equipure (GE). O GC foi centrifugado a uma
temperatura ambiente (600g/10min) e as amostras do GE foram colocadas em 2 mL de
gradiente de densidade (Equipure™), em um tubo de 15 mL e centrifugados a temperatura
ambiente (400g/20min). Ambos foram submetidos a um protocolo de criopreservagdo
padrao (GOMES et al., 2002). Foram descongeladas duas palhetas de cada ejaculado
criopreservado a temperatura de 37 °C por 60 segundos para uma posterior analise, sempre
pelo mesmo avaliador. Os mesmos parametros cinéticos foram igualmente reavaliados. A
analise estatistica foi realizada através de ANOVA e teste de Tukey utilizando o programa
Bioestat”, versdo 5.3. (Diferenca quando p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem dois produtos para equinos que sao comercialmente disponiveis e
utilizados para promover a sele¢ao espermatica, o Equipure e o Androcoll.

Esses produtos ja demonstraram a sua eficiéncia em separar células com
motilidade adequada e morfologicamente normais do sémen refrigerado de garanhdes
(MACPHERSON et al., 2001). Também foi observado que a utilizagdo da selegdo
espermatica com coloide composto por particulas de silica recobertas com silane,
denominado de Equipure, aumentou a resisténcia espermatica a refrigeracdo (RAMIRES-
NETO et al., 2013).

No presente estudo, as caracteristicas de motilidade total (MT), progressiva (MP)
e vigor espermatico (V) estdo expressas na Tab. 1. Observou-se que houve uma diferenca
estatistica entre 0 GC e GE em relagdo aos parametros cinéticos MT (77+6 / 63+3) e MP
(53+£6 / 35+5) logo apds a centrifugacdo, com valores melhores no caso do GC. Os
resultados positivos em relacdo a MT no GC ndo corroboraram com os resultados de Papa
et al. (2012), que ao testarem este coloide antes da congelacdo do sémen equino,
observaram um aumento significativo dos pardmetros de cinética espermadtica tanto apds a
selecdo espermdtica quanto apds a descongelacio do sémen, que foi previamente
selecionado.

Tais resultados podem estar relacionados ao dobro de tempo de centrifugagao a
que o GE foi submetido. Mesmo com a MT sendo influenciada logo apos a centrifugacao,
nos dois grupos testados os parametros ndo apresentaram diferencas significativas apos o
congelamento, como nos estudos de Ramires-Neto et al. (2013), onde observaram que a
utilizagio da selecio espermética com Equipure™ aumentou a resisténcia espermatica a
refrigeracdo e preservou os parametros cinéticos seminais
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Tabela 01: Valores médios dos pardmetros espermaticos em amostras de s€émen na pré-
congelagdo e pos-descongelacdo, nos grupos controle e equipure (p<0.05).

Sémen Grupo Controle Grupo Equipure
in (centrifugacio) (centrifugacio)
Caracteristicas natura Antes Apos Antes Apos
Motilidade Total (%) 60+17 776" 53+6° 63+3° 45+5°
Motilidade Progressiva (%) 37+25 53+6° 2346° 35+45° 3248°
Vigor (0 a 5) 3,0£1,0 | 3,0£0,57 | 2,0+0,0 | 2,8+0,29° | 2,3+0,29°
CONCLUSAO

A utilizagio do gradiente de densidade Equipure'™ ndo demonstrou diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle quando comparado o sémen apds a
descongelagdo. Maiores estudos devem ser realizados, pois esta tecnologia pode otimizar
os parametros cinéticos do sémen equino, principalmente apos a descongelagdo, o que ¢
essencial para o desempenho das biotécnicas reprodutivas.

REFERENCIAS

BRINSKO, S.P.; LOVE, C.C.; BAUER, J.E.; MACPHERSON, M.L.; VARNER, D.D.
Cholesterol-to-phospholipid ratio in whole sperm and seminal plasma from fertile stallions
and stallions with unexplained subfertility. Animal Reproduction Sciencie, Amsterdan,
v.99, p.65-71, 2007.

CBRA. Manual para Exame Andrologico e Avaliagio de S€émen Animal. 2* ed. Colégio
Brasileiro de Reproducao Animal, Belo Horizonte, 2013. 45p.

GOMES, G.M.; JACOB, J.C.F.; MEDEIROS, A.S.L.; PAPA, F.O., ALVARENGA, M.A.
Improvement of stallion spermatozoa for the Mangalarga Marchador breed.
Theriogenology, v.58, p.277-279, 2002.

LEAO KM. Inseminagdo artificial por endoscopia com numero reduzido de
espermatozoides utilizando sémen fresco e congelado de garanhdes. 2002, 105p. Tese
(Mestrado). Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, SP, 2001.

PAPA, P.M.; MAZIERO, R.R.D.; HARTWIG, F.P.; LISBOA, F.P.; DELLAQUA, J.A.;
ALVARENGA, M.A.; GUASTI, P.N.; LANDIM-ALVARENGA, F.C.; PAPA, F.O.
Effect of density gradient on sperm parameters os stallion frozen semen. Journal of Equine
Veterinary Science, v.32, p.505, 2012. Abstract.

RAMIRES NETO, C.; MONTEIRO, G.A.; SOARES, R.F.; PEDRAZZI, C,;
DELL'AQUA, J.A.; PAPA, F.O.; CASTRO — CHAVES, M.M.B.; ALVARENGA, M.A.
New seminal plasma removal method for freezing stallion semen. Theriogenology, v.79,
p.1120-1123, 2013.

30
*Enderego para correspondéncia:
juliana.gomes@aluno.uece.br




