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RESUMO - Objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de concentrados de proteinas do plasma seminal (PPS) no diluente
de congelamento sobre a congelabilidade do sémen eqlino. Foram avaliados trés tratamentos: um controle, no qual o sémen
foi congelado no diluente Botu-Crio®; e outros dois, com adicdo de 10% ou 20% (v/v) de proteinas do plasma seminal ao
diluente. As maiores médias de motilidades total e progressiva foram observadas no tratamento controle, que foram
superiores as obtidas com adicdo de 20% de proteinas, mas nédo diferiram das obtidas com adicdo de 10% de PPS. Os resultados
do teste hiposmético e do nimero de espermatozéides vivos obtidos com o congelamento do sémen no diluente (controle)
foram superiores aos encontrados com a adigdo de 10% de PPS, que, por sua vez, foram melhores que os observados com
a adicdo de 20% de PPS ao diluente. A adicdo do concentrado de proteinas do plasma seminal ndo melhora os parametros
espermaticos do sémen equino.
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Effect of high concentration of protein of the equine seminal plasma on
semen cryopreservation

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the effect of increasing the concentration of protein of the seminal
plasma in the extender used for frozing equine semen. Three treatments were compared: The conventional one, defined by using
only the Botu-Crio® extender for frozing semen; and other two defined by adding 10% (v/v) or 20% (v/v) of seminal plasma
proteins to Botu-Crio® extender. Averages of total and progressive motility were statistically higher in the conventional
treatment than in that defined by adding 20% (v/v) of seminal plasma proteins but they did not differ from those obtained by
adding 10% (v/v) of seminal plasma proteins to Botu-Crio® extender. The best results for the hypoosmotic test and the number
of live spermatozoa were obtained in the conventional treatment, and results for adding 10% (v/v) of seminal plasma proteins were
better than those obtained by adding 20% (v/v) of seminal plasma proteins to Botu-Crio® extender. These results indicate that the
addition of concentrated protein of the seminal plasma to the extender did not improve the cryopreservation of equine semen.
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Introducao

A criopreservacdo aumenta a disponibilidade de
espermatozoides, facilitando os trabalhos de reproducéo
assistida. Entre as vantagens da criopreservacgéo, desta-
cam-se a otimizacdo do uso de garanhfes com comprovada
superioridade genética, com a possibilidade do armazena-
mento de sémen mesmo fora da estagdo de montae aquebra
das barreiras geograficas, que torna possivel a remessa de
sémen para qualquer parte do mundo.

Pesquisas tém confirmado que o plasma seminal tem
efeito modulatoério na resposta inflamatéria pos-cobertura
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e que a protecdo conferida aos espermatozéides pelo
plasma seminal pode ser benéfica, principalmente no caso
de segunda cobertura ou inseminagdo durante o mesmo cio,
quando os espermatozoides encontram ambiente uterino
hostil, decorrente da resposta inflamatoria desencadeada
pela cobertura ou inseminacdo subsequiente (Troedson
etal.,2002; Rozeboom etal., 2000).

Grande parte do plasma seminal é retirada durante a
preparacdo do sémen para 0 processo de criopreservacao
(Aurich et al., 1998), o que talvez explique a resposta
inflamatéria mais acentuada quando se utiliza sémen
criopreservado (Troedson et al., 2002).
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A centrifugacéo do sémen antes do seu congelamento
é um procedimento padrdo usado para concentrar 0 sémen
e remover o plasmaseminal e seus possiveis efeitos nocivos.
Entretanto, devem ser consideradas diferengas entre
garanhdes quanto & composi¢do e qualidade do plasma
seminal, pois em alguns o efeito pode ser benéfico e em
outros o efeito do plasma seminal pode ser prejudicial ao
congelamento (Aurichetal., 1998).

A adicdo de plasma seminal com boa congelabilidade
ao sémen com baixa motilidade espermética apds congela-
mento-descongelamento aumentou significantemente
amotilidade progressiva em estudo realizado por Aurich
etal. (1996). Verificou-se maior integridade de membrana
e, além disso, a adicdo de plasma seminal de baixa
congelabilidade diminuiuamotilidade progressiva do sémen
com boa motilidade p6s-congelamento. Os componentes
do plasmaseminal que determinam aboa congelabilidade
do sémen ainda sdo desconhecidos e as diferencas indi-
viduais no conteudo destas substancias estabilizadoras
no plasma seminal podem explicar as diferencas na capa-
cidade de congelamento entre garanhdes (Aurich et al.,
1996).

Troedsson et al. (2002) demonstraram que o plasma
seminal reduz significativamente a ligacéo entre esperma-
tozoides e polimorfonucleados quando espermatozdides
sdo incubados (invitro) em secrec¢des de Gtero inflamado.
Alghamdietal. (2001) relataram que polimorfonucleados
encontrados em secregdes uterinas afetam negativamente
a motilidade de células espermaéticas e atribuiram esse
efeito negativo a ligacdo entre polimorfonucleados e
espermatozoides, que forma agregados celulares.

Fagundes (2003) observou que a adicdo de proteinas
do plasmaseminal aut6logo, com massa molecular superior
a 10 kDa ao diluente de congelamento melhora as caracte-
risticas espermaéticas pds-descongelamento, enquanto as
proteinas com massa inferior a 10 kDa afetam negativamente
aviabilidade espermatica.

O plasmaseminal possui proteinas com varias fungdes
nos espermatozoéides, entre elas, o remodelamento da
superficie espermaética, o estabelecimento de reservas de
espermatozoides no oviduto, a modulacdo da capacitacéo,
a interacdo entre gametas (TOpfer-Petersen et al., 2005), a
modulacdo da resposta inflamatdéria e a protecdo dos
espermatozoides no Gtero (Troedson et al., 2002), entre-
tanto, quase todo o plasma seminal é descartado durante o
congelamento de sémen. Neste trabalho, avaliaram-se os
efeitos da adicdo de um concentrado de proteinas seminais
com massa superior a 10 kDa sobre a congelabilidade do
sémen equino.

Material e Métodos

Foram utilizados cinco garanhdes da raca Mangalarga
Marchador com 4 a 12 anos de idade, no Haras Lugavi,
localizado em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, no
periodo de outubro de 2006 a janeiro de 2007.

Os garanh@es tiveram suas reservas epididimarias
esgotadas por meio de coleta diéria durante sete dias. O
sémen foi coletado por meio de vagina artificial modelo
Botucatu, com temperaturade 42 + 1°C. A vaginaartificial
foi equipada com copo e filtro modelo Colorado, com o
objetivo de separar a por¢do gelatinosa do sémen. As
coletas foram realizadas utilizando-se égua em cio como
manequim para estimular o garanh&o a realizar a monta.

Os plasmas seminais dos garanhfes foram coletados
no mesmo momento. Em seguida, os ejaculados foram
identificados e centrifugados a 1500 xg durante 15 minutos
e 0 sobrenadante foi aspirado e acondicionado em um
becker de 250 mL (30 mL de cada garanhdo), quando foram
adicionados 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)
(Sigma®), 1 mM de benzamidina (Sigma) e 5 mM de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) no volume final de
plasmaseminal, com objetivo de inibir aacéo de proteases.
O plasma seminal foi refrigerado e transportado até o labo-
ratério, onde foi centrifugado, por duas vezes, durante 40
minutos a 40.000 xg a 4°C no rotor P70 AT da centrifuga
HIMAC CP 75b da HITACHI para retirar impurezas ou
células espermaticas.

O plasmaseminal foi concentrado dez vezes utilizando-se
o concentrador protéico e acondicionado (150 mL) no
concentrador para o processo de filtragem, que foi mantido
até a obtencdo de 135 mL do material filtrado. Apds a
filtragem, obtiveram-se no interior do concentrador 15 mL
de plasma seminal com proteinas de massa molecular
superior a 10 kDa concentradas dez vezes. Utilizou-se a
membrana filtrante AMICOM 10000, que retém proteinas
com massa molecular superiora 10 kDa e pressao de aproxi-
madamente trés bar de nitrogénio. Durante todo o processo,
as amostras foram mantidas em gelo. Apds o tratamento, o
material retido pela membrana foi armazenado em aliquotas
de 1,5mL e mantidoa-70°C até o momento de sua utilizacéo,
quando foi adicionado ao diluente de congelamento.

Foram congelados trés ejaculados de cada garanhdo,
em intervalo de dois dias entre cada coleta de sémen,
utilizando-se somente amostras com motilidade superior
a 70%. O sémen foi diluido em diluente & base de leite,
segundo Souza et al. (2001), na proporcédo de uma parte
de sémen para duas de diluente. A concentragdo espermatica
foi determinada com auxilio de uma cAmara de Newbauer.
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Ap6s a diluicdo e determinacdo da concentracdo de
espermatozoéides, o sémen foi dividido em trés tubos conicos
devidamente identificados (um tubo por tratamento) e
centrifugado a 600 xg por 10 minutos. Os espermatozdides
foram ressuspendidos com diluente de congelamento de
cada tratamento para obtencdo de uma concentracdo de
100 milhdes de espermatozoides por mililitro. No tratamento
convencional, o sobrenadante foi aspirado, deixando-se
6% (aproximadamente 2% de plasma seminal), e ressuspen-
dido com diluente de congelamento (Botu-Crio®); no trata-
mento com 10% de PSS, o sobrenadante foi totalmente
aspirado e o diluente de congelamento foi adicionado com
10% de plasma seminal com proteinas de massa molecular
acimade 10 kDa concentradas dez vezes; no tratamento com
20% de PSS, o sobrenadante foi totalmente aspirado e o
diluente de congelamento foi adicionado com 20% de plasma
seminal com proteinas de massa molecular acimade 10 kDa
concentradas dez vezes.

Apdbsaressuspensdo, o sémen foi envasado em palhetas
de 0,5 mL, devidamente identificadas. As palhetas foram
vedadas com alcool polivinilico e, entdo, foram mantidasem
repouso por 20 minutosa 4 +0,2°C. Em seguida, as palhetas
foram colocadas no vapor de nitrogénio liquido (4 cmacima
donivel) por 10 minutos e posteriormente, foram imersas no
nitrogénio e armazenadas no botijao criobiolégico.

Foram descongeladas trés palhetas de cada partida de
sémen por garanh@o e por tratamento, totalizando nove
palhetas de cada garanhdo. O descongelamento foi realizado
emaguaa 37°C por 30 segundos e as analises de motilidade
total e progressiva, por meio de analise computadorizada
pelo programa Hamilton Thorne Research (Version 10.8
HTM-CEROS). Paraavaliarafuncionalidade damembrana
plasmatica dos espermatozdéides, foi realizado o teste do
choque hiposmotico, segundo Dell’ Aqua Junior (2000).

Para avaliacdo da integridade acrossomal e da viabili-
dade espermatica, foram utilizadas as sondas Fitc-PNA
(FITC labeled; L 7381, Sigma®) e iodeto de propidio (Sigma®),
deacordocomatécnicadescritapor Kirk (2001), modificada
por Landim-Alvarenga, citado por Cunha (2002), por meio
de microscépio de epifluorescéncia (Zeiss, Janamed 2,
Alemanha) com aumento de 1000X utilizando-se 6leo de
imersdo. Paraavisualizagdo da fluorescéncia, foram utiliza-
dos os filtros de fluoreceina (azul) e rodamina (verde) para
a observacdo dos corantes Fitc-PNA e iodeto de propidio,
respectivamente. Primeiramente, foi realizada a contagem
das células esperméticas em campo claro e, imediatamente
depois, 0 mesmo campo foi visualizado sob epifluorescéncia,
registrando-se todas as células que emitiam qualquer
fluorescéncia. A contagem foi finalizada somente quando

onumero de célulasem campo claro alcancava 200 células.
A classificacdo das células foi realizada segundo Cunha
(2002): reacdo acrossomal verdadeira = visualiza¢do apenas
daemissdo da fluorescénciaverde (Fitc-PNA); falsareagédo
do acrossomo = visualizacdo da emissdo da fluorescéncia
verde na regido acrossomal (Fitc-PNA) e vermelha (PI);
espermatozoides lesados = visualizagdo apenas da emissédo
dafluorescénciavermelha (Pl); espermatozoides integros =
células nédo coradas.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas pelo
programacomputacional Genes (Cruz, 2001)

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos para os parametros motilidade
total, motilidade progressiva, teste hiposmotico e (P<0,05)
para nimero de espermatozéides vivos diferiram (P<0,01)
entre os tratamentos, o que indicaaexisténcia de variabilidade.
Com excecdo dos espermatozoides com falsa reacdo de
acrossoma (PNAvv), oscoeficientes de variacdo mostraram
boaprecisdo (CV=7,90a17,18).

O tratamento convencional apresentou maior (P<0,05)
média de motilidade progressiva e total em comparacao
aquele com 20% de PSS, porém, ndo diferiu daquele com
10% de PSS (Tabela 1).

Estes resultados diferem dos achados de Fagundes
(2003), que observou melhores resultados de motilidade
total e também de motilidade progressiva quando utilizou
proteinas de plasma seminal concentradas segundo
metodologia utilizada neste experimento. Entretanto, no
experimento realizado por Fagundes (2003), o plasmaseminal
utilizado foi proveniente do mesmo garanhdo (plasma
autdlogo). Existe a possibilidade de que algum tipo de
interacdo ocorre quando o plasma de diferentes garanhdes
é misturado, o que concorre paraadiminuicao da motilidade.
Outra diferencafoi o tipo de diluente, umavez que Fagundes
(2003) utilizou o diluente proposto por Martin (1979), cujo
crioprotetor é o glicerol, e obteve motilidade média 17,65%
menor que a observada neste estudo (42,87) com o diluente
comercial Botu-Crio®, que contém amidas como crioprotetor.
Alvarengaetal. (1996) relataram que 0 sémen de garanhdes
daraca Mangalarga Marchador apresentou baixaresisténcia
ao congelamento. Gomesetal. (2002) utilizaram o glicerol
como crioprotetor no diluente de congelamento e observa-
ram que o sémen de apenas dois garanhdes apresentou
motilidade superior a 30%, enquanto, ao utilizarem amidas
como crioprotetor, a motilidade aumentou para 44,06%.
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Tabela 1 - Motilidade total (MOTT), motilidade progressiva (MOTP), espermatozdéides reativos ao teste hiposmético (HO), espermatozdides
mortos (PNAvm), falsa reagdo de acrossoma (PNAvv) e espermatozdides integros (PNANc)

MOTT MOTP HO PNAvmM PNAvv PNAnNc
Convencional 42,87a 33,66a 39,29a 41,444 13,80a 49,71a
10% de PPS 33,60ab 25,51ab 33,50b 45,22a 11,45a 43,24b
20% de PPS 28,36b 21,58b 25,26¢ 44,82a 8,78a 41,42b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Alvarengaetal. (2005) relataram que as amidas promovem
crioprotecdo maior, em comparacdo ao glicerol, em
espermatozoides equinos. Os beneficios do diluente
Botu-Crio, que utiliza amidas como crioprotetor, podem
ter melhorado a motilidade dos espermatozéides dos
garanhdes, o que inibiu os possiveis efeitos benéficos das
proteinas do plasmaseminal relatados por Fagundes (2003).
Nao houve neste experimento selecdo prévia de garanhdes
quanto a resisténcia de suas células espermaticas ao
processo de congelamento, o que pode explicar adiminui-
cdo da motilidade espermética quando as proteinas do
plasma seminal foram adicionadas ao diluente de conge-
lamento. Também foi observado efeito dose-dependente
nadiminuicdo da motilidade, pois, quando a porcentagem
de proteinas seminais aumentou de 10 para 20%, houve
diminui¢do mais acentuada na motilidade, diferindo signi-
ficativamente (P<0,05) do tratamento convencional.
Aurich et al. (1996) observaram que o plasma seminal
proveniente de garanhfes cujo sémen suporta melhor o
processo de criopreservacdo melhorou significativamente
amotilidade progressivano sémen de baixa congelabilidade.
Esta observacdo sugere a necessidade de se considerar a
qualidade do plasma seminal, pois, dependendo da compo-
sicdo e qualidade, o plasma seminal pode beneficiar ou
prejudicar acongelabilidade do sémen. Segundo Fagundes
(2003), a adicdo de proteinas do plasma seminal autélogo
com massa molecular superior a 10 kDa concentradas dez
vezes, na proporc¢do de 10% (v/v) ao diluente de conge-
lamento favoreceu a motilidade dos espermatozoéides.
Entretanto, para realizar esse procedimento, é necessario
proceder a coleta de sémen do garanhdo, centrifugar a
amostra e descartar os espermatozoides, pois o processo de
concentracdo do plasmaseminal é demorado e inviabilizao
aproveitamento dos espermatozdides desta coleta. Somente
0s espermatozdides provenientes de uma segunda coleta
do mesmo garanhdo poderiam ser aproveitados para
criopreservacdo. O congelamento comercial de sémen so se
justificaquando animais de alto valor genético sdo utilizados
como doadores de sémen. Quando um garanhdo apresenta
estas caracteristicas, normalmente existe grande demanda
pelo seu sémen, de modo que, na metodologia proposta por

Fagundes (2003), seria necessario despender a metade dos
ejaculados destes garanhdes apenas para concentrar
proteinas. Visando otimizar a utilizacdo destes garanhdes
de alto valor, propds-se neste trabalho a utilizagcdo de um
pool de plasma seminal proveniente de cinco garanhdes,
pois, assim, garanhdes de baixo valor genético poderiam
servir como doadores de plasma seminal, o que melhoraria
a utilizacdo dos garanhdes de alto valor. No entanto, os
resultados ndo foram os esperados, pois o diluidor pode ter
inibido os efeitos do plasma e ndo foram feitos testes
prévios com estes garanhdes para saber se eram os melhores
doadores de plasma.

O tratamento convencional foi superior aos demais no
teste hiposmético e na contagem de espermatozéides vivos,
enquanto aquele com 10% de PPS foi superior ao de 20% de
PPS. A adi¢do do concentrado de proteinas do plasma
seminal ndo melhorou os parametros espermaticos avaliados
neste trabalho.

A avaliacdo da integridade de acrossoma realizada
através das sondas Fitc-PNA e iodeto de propidio mostrou
ndo haver diferenca significativa (P<0,05) entre os trata-
mentos com relagdo ao nimero de espermatozdides com
falsa reacdo de acrossoma, entretanto o nimero de esper-
matozdides vivos foi superior no tratamento convencional.

Conclusdes

A adigao de proteinas do plasma seminal concentradas
dez vezes ao diluente de congelamento prejudica 0s
parametros espermaticos.
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