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In the equine species, the use of frozen semen has limiting factors as the need for
skilled labor, the high cost of equipment, as well as an appropriate place on the farms
to the handling of semen. In order to evaluate the effect of seminal plasma on cooling
of equine semen for 12 hours before cryopreservation, this study was conducted with
five stallions of Mangalarga Marchador breed, aged between 4 and 8 years old. For
this experiment, 15 semen collections were performed, each ejaculate was divided into
three groups and each group was divided into two subgroups, using different media
extenders (Botu-Semen® and Botu-Turbo®). In Group I (control), the semen was frozen
immediately after collection; in Group II, the seminal plasma was maintained during
the cooling and in Group III, the seminal plasma was removed before cooling. After
thawing, the sperm parameters were analyzed using CASA and membrane integrity
was evaluated by the fluorescent probes carboxyfluorescein diacetate and propidium
iodide. Statistical analysis was performed by ANOVA and Tukey’s test. There was no
significant differences (P>0.05) between the semen samples with and without seminal
plasma prior to freezing for all sperm parameters evaluated, total motility (50.5 vs
50.6), progressive motility (21.3 vs 24.1) and plasma membrane integrity (26.2 vs 28).
The analyzed data showed that the cooling of equine semen for 12 hours before cryo-
preservation is an effective method that enables a better use of the ejaculate, regardless
of maintenance or removal of seminal plasma during the semen storage.
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RESUMO. Na espécie equina a utilizacdo do sé- cessidade de mao de obra especializada, o alto custo
men congelado tem fatores limitantes como a ne-  dos equipamentos, assim como locais apropriados
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nos haras para manipula¢do do s€émen. Com o ob-
jetivo de avaliar o efeito do plasma seminal na re-
frigeragdo do sémen equino por 12 horas antes da
criopreservacao, o estudo foi conduzido com cin-
co garanhodes da raga Mangalarga Marchador, com
idade entre 4 e 8 anos. Foram realizadas 15 colhei-
tas de sémen, sendo que cada ejaculado foi divido
em trés grupos, e cada grupo foi dividido em dois
subgrupos, utilizando diferentes meios extensores
(Botu-Sémen® e Botu-Turbo®). A amostra do Gru-
po I (controle) foi congelada logo apos a coleta, o
sémen do Grupo II teve o plasma seminal mantido
durante a refrigeracao e o sémen do Grupo III teve
o plasma seminal retirado para refrigerar. Apds o
descongelamento, os pardmetros espermaticos de
motilidade foram analisados utilizando CASA e a
integridade da membrana plasmatica foi avaliada
por meio de sondas fluorescentes de diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propidio. A ana-
lise estatistica foi realizada através da ANOVA e
teste de Tukey. Nao houve diferenca significativa
(P>0,05) entre o sémen, previamente a congelacao,
refrigerado com e sem plasma seminal para todos
0s parametros espermaticos avaliados, sendo estes
motilidade total (50,5 vs 50,6), motilidade progres-
siva (21,3 vs 24,1) e integridade de membrana plas-
matica (26,2 vs 28). Os dados analisados indicaram
que a refrigeragdo do sémen equino por 12 horas
antes da criopreservagdo ¢ um método eficaz, que
possibilita um melhor aproveitamento do ejaculado,
independentemente da manuten¢do ou remog¢do do
plasma seminal durante a refrigeracao.

PALAVRAS-CHAVE. Garanhdo, congelacdo de sémen, fra-
¢oes do s€men, extensor de sémen.

INTRODUCAO

Os avangos na criopreservacao do sémen equino
tem aumentado a utilizacdo da inseminagdo artifi-
cial nos tltimos anos. Esta técnica permite a otimi-
zacdo de animais com elevado potencial genético
através da formagao de um banco de s€émen e pela
possibilidade de inseminar ¢guas em diferentes pa-
ises. O uso do s€émen equino congelado tem alguns
fatores limitantes como: os custos com equipamen-
tos, a necessidade de mao de obra especializada e de
um local adequado para manipular as amostras, des-
locamento do equipamento para a fazenda ou ha-
ras, e o mais relevante, os riscos relacionados com
o transporte e habitacdo de garanhdes nos centros
especializados (Graham 1996).

A fim de ultrapassar todos estes limites na crio-

preservacdo do sémen equino, recentes pesquisas
tém procurado por protocolos para congelacao do
sémen apo6s longo periodo de refrigeracao, obtendo
bons resultados (Crockett et al. 2001, Backman et
al. 2004, Melo et al. 2008).

Backman et al. (2004) refrigeraram o sémen
equino por 18 horas antes da congelagao e nao ob-
servaram diferengas nas taxas de gestagdo entre as
éguas inseminadas com sémen congelado padrdo
(53%) e éguas inseminadas com sémen congelado
previamente resfrigerado (70%). Do mesmo modo,
as taxas de prenhez utilizando sémen refrigerado
por 24 horas antes da criopreservacao (83,3%) fo-
ram similares ao s€émen congelado pelo método pa-
drdo (72,7%) (Melo et al. 2005).

Os protocolos de criopreservagdao de sémen
preconizam a retirada do plasma seminal (PS) e
sua substitui¢do por diluidores (Amann & Pickett
1987). O plasma seminal ¢ a por¢ao fluida do sé-
men, secretado pela refe testis, epididimo e glandu-
las sexuais acessorias (ampola do ducto deferente,
prostata, vesicula seminal e glandula bulbouretral),
funciona como meio de transporte para as células
espermaticas, atua como tampao, fornece nutrien-
tes e ajuda na motilidade inicial do espermatozdide
(McKinnon & Voss 1992). No entanto, ha contro-
vérsias quanto a necessidade do plasma seminal no
processo de fecundagao, uma vez que espermatozoi-
des recuperados da cauda do epididimo apresentam
alta taxa de concepgdo (Papa et al. 2008, Monteiro
et al. 2011). Além disso, algumas pesquisas mos-
traram que o plasma seminal pode levar a prejuizos
relacionados com fertilidade e congelabilidade es-
permatica. Estes estudos demonstraram efeito dele-
tério na viabilidade espermatica quando adicionado
plasma seminal (Moore & Hibbit 1976, Aurich et
al. 1996). Adicionalmente, proteinas contidas no
plasma seminal podem levar a alteragdes bioquimi-
cas que aumentam a permeabilidade da membrana,
promovendo injaria celular (Moore & Hibbit 1976,
Moustafa & Mezaros 1981).

O presente estudo teve por objetivo verificar a
influéncia do plasma seminal na refrigeracao do sé-
men equino por 12 horas antes da criopreservacao
e comparar qual o melhor meio diluidor para a re-
frigeracgao.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi desenvolvido durante o perio-
do de setembro a dezembro de 2009. Foram utilizados cinco
garanhdes da raca Mangalarga Marchador, com idade entre 4 e
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8 anos, alojados em uma central de transferéncia de embrides
no municipio de Itaguai, Rio de Janeiro. Todos os reproduto-
res apresentavam historico normal de fertilidade & monta na-
tural, e foram previamente submetidos a exame andrologico,
sendo considerados férteis.

Os garanhdes foram mantidos em baias de alvenaria in-
dividuais, alimentados com feno de leguminosa (Medicago
sativa - alfafa) suplementados com quatro quilos de racgéo co-
mercial em dois tratos didrios, tendo acesso irrestrito a agua e
sal mineral comercial especifico para equinos.

Antes do inicio dos procedimentos, realizou-se exame cli-
nico andrologico de acordo com as recomendagdes de Kenney
et al. (1975) para sémen de garanhdes, sendo todos os animais
classificados como aptos a reprodugao. Para as colheitas de sé-
men, utilizou-se uma vagina artificial modelo Botucatu, com
uso de égua em estro.

O sémen foi coletado em intervalo de trés dias, sendo trés
colheitas por animal, totalizando 15 ejaculados. Apds a coleta,
procedeu-se a avaliagdo imediata do sémen quanto ao volume,
cor, odor, aspecto, motilidade total, motilidade progressiva,
vigor, concentracao segundo Kenney et al. (1975). Em segui-
da, o ejaculado foi dividido em trés grupos, cada grupo com
dois subgrupos, conforme demonstrado na figura 1.

Diluidor Diluidor Diluidor Diluidor Diluidor Diluidor
Botu-Sémen Botu-Turbo Botu-Sémen Botu-Turbo Botu-Sémen Botu-Turbo

Congelado Refrigerado por 12h Refrigerado por 12h
imediatamente com plasma seminal sem plasma seminal

l

[ Congelado ] [ Congelado ]

Figura 1. Divisdo dos grupos e subgrupos.
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Grupo I (controle): uma amostra de sémen foi diluida no
meio diluidor Botu-Sémen® (Botupharma, Botucatu/SP, Bra-
sil), e outra amostra diluida em meio extensor Botu-Turbo®
(Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) ¢ imediatamente apos a
diluicao as amostras foram submetidas a criopreservacao utili-
zando o diluidor Botu-Crio® (Botupharma, Botucatu, SP, Bra-
sil) segundo o método descrito por Papa et al. (2008).

Grupo II: uma amostra foi diluida em extensor Botu-Sé-
men® e outra em extensor Botu-Turbo® ambas na proporc¢éo
1:2 (sémen: extensor), em seguida submetidas a refrigeragdo
prévia por 12 horas a 5° C em container de transporte e re-
frigeragdo Botutainer® (Botupharma, Botucatu/SP, Brasil),
mantendo-se o plasma seminal, segundo a técnica desenvol-
vida por Melo et al. (2007). Apds esse periodo essas amostras
foram processadas para congelagdo como no grupo controle.

Grupo III: uma amostra de sémen foi diluida em extensor
Botu-Sémen® e outra amostra em extensor Botu-Turbo®ambas
na proporgao 1:1 (sémen: extensor), e centrifugadas a 600 x G

por 10 minutos para remog¢ao do plasma seminal. Apds a cen-
trifugac@o os pellets foram ressuspendidos em Botu-Sémen®
ou Botu-Turbo®, retomando-se o volume original. Em segui-
da, as amostras foram submetidas a refrigeragdo por 12 horas
a 5°C em container de transporte e refrigeragdo Botutainer®
(Botupharma, Botucatu/SP, Brasil). Decorridas as 12 horas, as
amostras foram criopreservadas segundo método descrito por
Papa et al. (2008).

Para a criopreservagao todas as amostras foram envasadas
em palhetas de 0,5ml, a concentra¢do de 100 milhdes de es-
permatozoides/palheta.

As palhetas foram descongeladas em banho-maria na tem-
peratura de 46°C, por 20 segundos (Dell”Aqua Jr 2001). Apos
a descongelacdo, foram analisados os pardmetros espermati-
cos pelo método computadorizado CASA (Analise Esperma-
tica Assistida por Computador). A integridade da membrana
plasmatica foi avaliada através de sondas fluorescentes diace-
tato de carboxifluoresceina e iodeto de propidio (Harrison &
Vickers 1990).

Os resultados dos parametros espermaticos foram adota-
dos em médias para cada subgrupo em funcao da refrigeragao
e do extensor utilizado. Apés a obtengdo das médias os da-
dos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) para
comparagdo das médias utilizando-se o teste de Tukey com
significancia de 5% (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Independente do meio extensor utilizado, a refrige-
racdo por 12 horas reduziu de forma significativa
(P<0,05) a motilidade total (MT) pbs-descongela-
¢do em ambos os grupos refrigerados com e sem
PS, quando comparados ao grupo controle, como
observado na Tabela 1. Em relagdao a motilidade

Tabela 1. Valores médios (+DP) da motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP) e integridade da membrana
plasmatica (IMP) do sémen pds-descongelagéo.

Grupos MT (%) MP (%) IMP (%)
Controle (Gl) 67,6+22,02 31,9+15,82  38,9+9,52
Refrigerado com PS (Gll)  50,5+25,9° 21,3+15,3*  26,2+9,0°
Refrigerado sem PS (GlIl)  50,6+22,9° 24,1153  28,0+8,9°

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferenca sig-
nificativa (P<0,05).
PS: plasma seminal

progressiva (MP) observa-se uma queda significa-
tiva (P<0,05) apenas para o grupo refrigerado com
plasma em relagdo ao grupo controle, enquanto a
MP do grupo refrigerado sem plasma nao diferiu
significativamente do grupo controle. A refrigera-
¢do com ou sem plasma reduziu significativamente
a integridade de membrana plasmatica (IMP) em
relacdo ao grupo controle, mas nao diferiu entre os
grupos refrigerados com ou sem PS.

Assim, analisando-se a Tabela 1 pode se ob-
servar que o resfriamento por 12 horas afetou a
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congelabilidade do sémen observados através dos
menores valores de MT, MP e IMP nos grupos re-
frigerado com plasma e refrigerado sem plasma em
relacdo ao grupo controle, o qual foi criopreservado
imediatamente apos a colheita. Esses resultados vao
de encontro aos resultados achados por Backman
et al. (2004) onde os valores de MT e MP pos-des-
congelacdo do sémen refrigerado por 18 horas antes
da criopreservagdo foram significativamente menor
(P<0,05) do que o sémen congelado padrao. Porém,
esses mesmos autores nao observaram diferenca
significativa (P>0,05) na taxa de concepcao entre os
grupos de congelagdo convencional e o grupo de re-
frigeracdo prévia. Deste modo, ndo se pode afirmar,
no presente estudo, que o sémen congelado padrao
¢ superior ao sémen refrigerado por 12 horas antes
da congelacdo uma vez que seria necessario testar a
fertilidade do sémen.

A Tabela 2 expde os valores de MT, MP e IMP,
apoés a criopreservagdo, dos grupos controle, refri-
gerado com e sem plasma seminal, em relacdo ao
meio extensor utilizado. Apos a refrigeragdo por
12 horas em meio extensor Botu-Sémen® ndo foi
observado diferenga significativa (P>0,05) na MT
e MP no sémen refrigerado com e sem plasma em
relacdo ao grupo controle. Entretanto, houve maior
dano a membrana celular apds a refrigeracao por 12
horas (P<0,05) em ambos os grupos refrigerados,
com e sem plasma, em relagdo ao grupo controle,
mas ndo variaram entre si.

nal a IMP foi menor que a do grupo controle apos a
refrigeragdao do sémen (p<0,05).

Assim, pode-se observar que o meio extensor
Botu-Sémen® foi habil em manter a motilidade es-
permatica total e progressiva independente da remo-
¢do do plasma seminal para a refrigera¢do, embora
tenha sido observada menor integridade de mem-
brana. Os resultados do presente trabalho corrobo-
ram com os encontrados por Melo et al. (2008) em
que o diluidor Botu-Sémen® foi significativamente
superior na manutencdo dos parametros espermati-
cos apos refrigeracao por 24 horas a 5°C comparado
ao meio extensor Kenney.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos conclui-se que a
refrigeragdo do sémen equino por 12 horas antes da
criopreservacao, independentemente da remocgao ou
nao do plasma seminal durante a refrigeragao, ¢ um
método eficaz que possibilita um melhor aproveita-
mento do ejaculado, podendo este ser transportado
por até 12 horas a um centro especializado para re-
alizar a congelacdo. Adicionalmente, esses resulta-
dos demonstram que o meio extensor Botu-Sémen®
¢ 0 mais indicado para a diluicao do sémen que sera
refrigerado por 12 horas.
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Tabela 2. Valores médios (+DP) da motilidade total (MT), motilidade progressi-
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gelagao utilizando os diluidores Botu-Sémen® e Botu-Turbo® para os grupos
controle (Gl), refrigerado com plasma seminal (Gll) e refrigerado sem plasma

seminal (GllI).

Grupos Botu-Sémen® (%) Botu-Turbo® (%)

MT MP IMP MT MP IMP
Gl 69,6+23,00 32,7416,8° 39,7+9,82  65,6+21,6° 31,2+1532 38+9,5°
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Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).

Ao se avaliar a utilizacdo do meio extensor Bo-
tu-Turbo® observa-se na tabela 2, que apds a des-
congelacdo a MT do sémen refrigerado por 12 horas
nao diferiu significativamente (P>0,05) em relagao
ao grupo controle. Ja a MP foi afetada de forma sig-
nificativa (P<0,05) pela refrigeracdo do sémen sem
o plasma seminal tendo sido menor que o grupo
controle e nao diferindo do grupo refrigerado com
plasma. Independente da remog¢ao do plasma semi-
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