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RESUMO

NUNES, Marcio Menezes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2015. Refrigeragao e congelamento de sémen equino submetido a selegcao
espermatica em coloide de camada unica. Orientador: José Domingos
Guimaraes. Coorientadores: Eduardo Paulino da Costa e José Dantas Ribeiro
Filho.

Apesar de haver perda progressiva da qualidade espermatica conforme aumenta
o intervalo desde a colheita até o processamento do sémen, muitas vezes nao é
possivel manipular o ejaculado visando o congelamento imediatamente. Nestes
casos 0 armazenamento refrigerado e a centrifugagdo em coloide de camada
unica (SLC) antes do congelamento podem melhorar o potencial de
criopreservacgédo. Desta forma, o objetivo deste estudo foi o de investigar se
ejaculados de garanhdes Crioulos podem ser armazenados por 8 horas nas
temperaturas de 5° C ou 15° C antes de serem submetidos a SLC e congelados,
mantendo aceitavel percentual de motilidade progressiva apds o
descongelamento. Sémen de 16 garanhdes foi utilizado, sendo um ejaculado de
cada animal (n=16) e diluidos com diluente comercial com base em gema de ovo
(Gent®) para a concentragdo de 50x10° sptz/mL. Cada ejaculado foi dividido em
6 tratamentos, como segue: 1) Centrifugacdo tradicional e congelamento
imediato; 2) SLC e congelamento imediato; 3) Congelamento apds centrifugagéo
tradicional com 8h de armazenamento a 5° C; 4) Congelamento apés SLC com
8h de armazenamento a 5° C; 5) Congelamento apds centrifugacgéo tradicional
com 8h de armazenamento a 15° C; 6) Congelamento apés SLC com 8h de
armazenamento a 15° C. Os pellets foram ressuspendidos em diluente de
congelamento comercial (Equiplus Freeze©) para a concentragdo de 200x10°
sptz/mL e envazados em palhetas de 0,5mL. A motilidade progressiva (MP) foi
avaliada pelo sistema CASA (AndroVision©) nos seguintes momentos: 1)
Ejaculado in natura; 2) Sémen diluido; 3) Apds refrigeracéo (para as amostras
armazenadas); 4) Imediatamente antes do congelamento; 5) Amostra
descongelada. A MP foi maior para as amostras submetidas a SLC em
comparagao as centrifugadas da forma tradicional em todos os protocolos. A
melhor MP pds-descongelamento foi observada quando a SLC e a
criopreservacao foram feitas imediatamente apdés a colheita do ejaculado

(p<0,001). Nao houve diferenga na MP entre os dois protocolos com refrigeragao



(5° C e 15° C; P>0,05). Um maior percentual de ejaculados apresentou MP 230%
guando submetidos a SLC em comparagao ao método tradicional, independente
do protocolo (P<0.01). As analises foram realizadas por ANOVA e qui-quadrado.
E possivel armazenar sémen de garanhdes Crioulos por 8 horas na temperatura
de 5° C ou 15° C antes de proceder a SLC e o congelamento, obtendo ainda um
aceitavel percentual de MP pds-descongelamento, contudo ha variagao entre

garanhdes.



ABSTRACT

NUNES, Marcio Menezes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2015.
Effect of storage and Single Layer Centrifugation before cryopreservation
on Cryosurvival of stallion sperm. Adviser: José Domingos Guimaraes. Co-
advisers: Eduardo Paulino da Costa and José Dantas Ribeiro Filho.

Although sperm quality deteriorates with increasing time between collection and
processing, it is not always feasible or practical to process stallion semen for
freezing immediately after collection. Semen storage and processing by Single
Layer Centrifugation (SLC) prior to freezing may improve cryosurvival. Thus the
objective of the present study was to investigate whether stallion semen can be
stored for 8h at 5° or 15° C prior to SLC and freezing, and still provide acceptable
post-thaw results. Semen was collected from 16 stallions (n=16), diluted with
semen extender (Gent®) to 50x10® spz/mL and splited between the different
storage treatments as follows: i) uncentrifuged immediate freezing; ii) SLC,
immediate freezing; iii) uncentrifuged storage for 8h at 5°C; iv) storage for 8h at
5°C and SLC; v) uncentrifuged storage for 8h at 15°C; and vi) storage for 8h at
15°C and SLC. Sperm pellets were resuspended in freezing extender (EquiPlus
Freeze®©) at a concentration of 200x10%/mL. Sperm motility was measured by
computer assisted sperm analysis (AndroVision®©) in the moments: i) in the raw
ejaculate immediately after collection; ii) after extension; iii) after cooling (for
stored samples only); iv) immediately prior to freezing; v) post-thawing.
Progressive motility was higher in the SLC samples than in the corresponding
uncentrifuged for all storage protocols, the best progressive motility was seen in
the samples where SLC was done immediately after semen collection (P<0.001).
There was no difference in the progressive motility between the two storage
temperatures, 5°C and 15°C (P>0.05). More ejaculates showed an acceptable
post-thaw motility of >30% after SLC processing than uncentrifuged , regardless
of storage protocol (P<0.01). It is possible to store stallion semen for 8h at 5°C or
15°C prior to SLC and freezing, and still obtain acceptable post-thaw motility,

although there is variation between stallions.



1. INTRODUGAO GERAL

Na reprodugcdo equina assistida frequentemente ha demanda para a
criopreservacao de sémen em locais de infraestrutura laboratorial precaria e em
muitas ocasides esta oportunidade de renda aparece para profissionais em meio
as suas atividades durante a estacdo de monta. Esta época consiste em um
periodo de grande atividade diaria envolvida com o controle folicular de éguas,
inseminagdes, lavados uterinos nas rotinas de transferéncias de embrides e,
para muitos, excessivo gasto de tempo com o deslocamento entre as
propriedades contratantes. Tamanho conjunto de atividades se torna um
obstaculo a aceitacdo de muitas ofertas para criopreservacédo de sémen e,
consequentemente, ha perda de oportunidades que contribuiriam com os ganhos

do médico veterinario.

As atividades do controle reprodutivo visando maior eficiéncia no curto
periodo da estacdo de monta imprimem a criopreservagdo de sémen uma
condicdo desfavoravel, pouco prioritaria e predominantemente empirica. No
entanto, frente as atividades principais do periodo de monta, esta é a unica

alternativa para a realizacao desta tarefa.

Ainda é raro o médico veterinario que se dedique integralmente a
criopreservacdo de sémen equino, contando com um laboratério movel
completamente equipado para o processamento do ejaculado durante todo o ano
e, consequentemente, sem a restricdo de tempo imposta pela estagdo
reprodutiva. Alguns profissionais possuem equipamentos para este
procedimento, transportando-os nas ocasides previamente agendadas,
enquanto outros possuem algum cliente com laboratério bem equipado que
utilizam para suas atividades extras. As duas estratégias apresentam
inconvenientes e riscos, uma pela exposicdo dos equipamentos aos danos
decorrentes do frequente transporte (microscépio, centrifuga, maquina de
congelamento, banho-maria, etc) e a outra pela utilizacdo de materiais de

terceiros, algo que pode gerar desacordos comerciais frequentemente.



Ainda que exista disponibilidade de uma central de reprodugcdo bem
equipada, um haras que empreste seu laboratério ou mesmo um local na
residéncia onde estejam os equipamentos, a estratégia do transporte dos
ejaculados € uma questdo que demanda segurancga para restringir as oscilagdes

nos resultados desta criopreservagao tardia dos ejaculados.

O transporte de sémen refrigerado € uma atividade rotineira na
reproducdo equina assistida visando a inseminacao artificial. Esta expertise
pode, contudo, ser melhor explorada e utilizada também para o transporte de
ejaculados destinados a criopreservagao. Vale ressaltar que enquanto o envio
de doses inseminantes foca inseminagdes realizadas em até 48 horas,
ejaculados para o congelamento precisam apenas ser transportados por periodo
maximo de oito horas. Uma vez considerando os possiveis beneficios financeiros
e logisticos do congelamento de sémen apds o transporte refrigerado por um
curto periodo de oito horas, definir a temperatura de transporte € mais uma
questdao que demanda resposta, pois implica diretamente na longevidade das
células espermaticas, reduzindo em menor ou maior grau o metabolismo destas
e, consequentemente, sua viabilidade. O transporte de doses de sémen ¢
realizado predominantemente em temperatura de 5° C, estabelecida como ideal
para um periodo de 24 a 48 horas até a inseminacédo. Resta determinar se esta
mesma temperatura de resfriamento € a ideal para o transporte do ejaculado e
posteriormente submissdo em processo de criopreservagao. A temperatura de
15° C, por sua vez, reduz menos o metabolismo celular, contudo € uma
alternativa viavel para ejaculados que nao refrigeram bem e compreende uma
alternativa que deve ser testada para o curto transporte de ejaculados destinados
a criopreservacdo. Tal procedimento podera torna-se uma etapa de refrigeragéo
intermediaria no protocolo de congelamento, mantendo certo percentual de
atividade espermatica e maior interagdo com o meio diluidor se comparada com
a refrigeracdo de 5° C. Esta pratica ja demonstrou beneficios em alguns
protocolos de criopreservagdo em comparagao com temperaturas inferiores ou
mesmo com congelamentos imediatos, sendo esta incubagao benéfica para a

maior motilidade final do sémen descongelado em alguns casos ja relatados.

A reducdo da temperatura na refrigeracdo, assim como na

criopreservacao tardia ou imediata, é um procedimento danoso aos
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espermatozoides, contudo pode ser amenizada com emprego de protocolos
mais adequados para estes fins. Desta forma, buscando assegurar o menor dano
possivel as células espermaticas durante o transporte refrigerado, € importante
considerar a utilizagdo de um diluidor com bom potencial de tamponamento,
estabilizacdo de membranas celulares, nutricdo celular e controle do
crescimento microbiolégico. Ha diversos componentes dispersos em varias
combinagdes comerciais de meios diluidores, porém predominantemente com
leite ou gema de ovo, sendo este ultimo, componente apontado como superior
em comparacgao ao leite e suas fragdes, principalmente no tocante ao seu poder
de estabilizacdo de membranas, algo que confere maior longevidade ao sémen

e, possivelmente, melhor qualidade pos-descongelamento.

A centrifugacdo do sémen equino € necessaria para a criopreservagao,
sendo outro procedimento indispensavel e que gera danos as células, no
entanto, ha formas de reduzir esta agressédo e a perda de qualidade dos
espermatozoides. A centrifugacgao visa eliminar o plasma seminal, possibilitando
posterior ressuspensao do pellet apenas com o diluente eleito, seja ou ndo nas
situagcdes de congelamento imediato ou para o simples transporte refrigerado,
dentre outras finalidades. Como limitacdo deste procedimento, para a
recuperacéo de bom numero de espermatozoides é necessaria a centrifugagao
com grande velocidade, compactando as células no fundo do tubo e causando
lesbes fisicas. Por outro lado, centrifugar com menor velocidade causa a perda
de muitas células espermaticas no sobrenadante, reduzindo o numero de doses

inseminantes.

Visto que a centrifugagdo € necessaria, o plasma seminal precisa ser
retirado para melhores resultados e que o minimo dano as células deve ser
causado, a técnica de centrifugagdo em coloide de camada unica aparece como
uma solugéo util neste contexto e ainda apresenta a vantagem de, além de
cumprir estas exigéncias inerentes a criopreservagao, ela também filtra os
espermatozoides danificados e que atuam lesionando células integras por
modificarem a composicdo do meio, dentre outras acdes prejudiciais.
Processando apenas espermatozoides com boa qualidade morfolégica, maior

integridade de DNA e superior qualidade de membranas, as doses produzidas



terdao maior qualidade se comparadas aquelas partidas nas quais os

espermatozoides foram separados por centrifugagado convencional.

Neste cenario, € importante definir a melhor estratégia para o transporte
e congelamento tardio de sémen equino de garanhdes comprovadamente
férteis, utilizando todos os ejaculados colhidos destes para representar de
maneira fiel os variados desafios cotidianos, inclusive as diversas qualidades do
sémen in natura, independente de sua motilidade progressiva minima. Desta
forma, sera possivel entender se em algumas situa¢des ha predile¢cao para o
congelamento tardio frente ao congelamento direto, ou vice-versa. O periodo de
incubacado pode afetar positivamente a motilidade progressiva obtida apds o
descongelamento em alguns ejaculados, enquanto para outros casos este
periodo de refrigeracdo pode comprometer sobremaneira o resultado. Além
disto, a diferenciada metodologia de centrifugacdo pode atuar deixando
indiferente 0 momento do processamento, conferindo liberdade para a escolha
do horario de manipulagdo ao médico veterinario com a seguranga necessaria

ao sucesso no descongelamento.

Este estudo tem como objetivo avaliar o congelamento tardio de
espermatozoides equinos, verificar a sinergia da diluigdo do sémen com meio
com base de gema de ovo, a selecdo espermatica de um coloide de

centrifugacéo e a temperatura de refrigeragao pelo periodo de oito horas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.A célula espermatica

Os espermatozoides sado células especializadas para a fungdo de
fertilizagcdo de um odcito (AURICH, 2008). Tamanha especializagao atribuiu
igualmente perdas de habilidades e componentes celulares, configurando uma
célula com grande capacidade de locomogao, porém de reduzida biossintese,
tornando-a mais fragil se comparada com outras células do organismo (VARNER
et al., 1989).



Apds a ejaculagdo os espermatozoides passam por modificagcdes
celulares sequenciais, resultando na capacitacdo espermatica e reacao
acrossdmica, sendo eventos fundamentais para a fertilizacdo desde que ocorram
no momento correto (ROTA et al., 2004). Células que prematuramente tiverem
reagao acrossémica ou capacitagao estarao inaptas para a fertilizagao, contudo
fatores que retardem demasiadamente estas modificacbes irdo igualmente

prejudicar a sua fungao primordial.

Alteragdes na estrutura da membrana celular culminam em perda da
viabilidade espermatica, algo que ocorre em maior ou menor grau durante a
criopreservagao. A sobrevivéncia espermatica a refrigeragdo ou congelamento
depende da taxa de resfriamento utilizada, assim como a de aquecimento, o
tempo em que a célula permaneceu em cada etapa e a consequente troca de
substancias com o meio extracelular (BEDFORD et al., 1995). As lesbes
ocasionadas neste processo sado atribuidas ao efeito da mudanca de
temperatura sobre a resposta celular a formacgao de cristais de gelo intracelular,
danos oxidativos, alteragdes na permeabilidade e arranjo da membrana do

espermatozoide, além do stress osmotico (WATSON, 2000).

2.2. A refrigeragao

A inapropriada manipulagao, diluicdo e refrigeragéo do ejaculado podem
interferir negativamente nestas etapas e no tempo de preparo das células
espermaticas para a fertilizagdo (O'CONNELL et al., 2002). A refrigeragdo dos
espermatozoides a 5° C altera o estado das membranas celulares para
conformacdo gelatinosa além de reduzir o metabolismo celular para
aproximadamente 10% quando comparado ao armazenamento em temperatura
ambiente (PADILLA et al., 1991). Esta redu¢do metabdlica prolonga a vida dos
espermatozoides por também reduzir consideravelmente a producéo de CO:2 e
acido latico, retardando a acidificagdo do sémen e a peroxidagao de lipideos de
membrana que acarretam danos celulares permanentes (BAUMBER et al.,
2002).



Os danos causados aos espermatozoides pelo choque térmico foram
atribuidos principalmente a desorganizagdo da membrana plasmatica, fato que
estimulou a realizacdo de diversos estudos no intuito de determinar as
temperaturas seguras de transporte e a taxa de resfriamento do ejaculado
(VARNER et al., 1988; MORAN et al., 1992; LOVE et al., 2012). Temperaturas
de transporte de 5 °C, 15 °C e 20 °C sao aceitaveis e indicadas, variando
conforme o diluente e o periodo de armazenamento empregado e as
caracteristicas individuais dos ejaculados (VARNER et al., 1989; BEDFORD et
al., 1995; BACKMAN et al., 2004).

Varner et al. (1989) verificaram que amostras refrigeradas por 24 horas diluidas
em meios contendo componentes de leite apresentaram melhores taxas de
fertilidade e motilidade espermatica quando mantidas a 5 °C em comparagao a
20 °C, sendo corroborados por CROCKETT et al. (2001) que pesquisavam
estratégias para o envio de ejaculados sob refrigeracdo de 5 °C para a
criopreservacao apos 24 horas. No entanto, a influéncia de diferentes diluentes
nestas mesmas temperaturas nao foi avaliada ou mesmo o efeito benéfico que
pode existir em alguns protocolos com um periodo de refrigeragdo antecedendo

a criopreservacgao, como demonstrado por Furst R. (2006).
2.3.0s diluentes e a criopreservagao

Os diluentes de sémen sado desenvolvidos buscando atender as
demandas celulares preservando a sua capacidade fecundante. Apesar de o
plasma seminal ser proprio do ejaculado, a diluigdo também visa diminuir a sua
concentracao e retardar as alteragdes de membrana por ele catalisadas, além
disto, adigcdo de antibidticos, pressdo osmaética entre 300 e 400 mOsm, pH
proximo de 7 e nutrientes caracterizam o diluente (ENGLAND, 1993; PAGL et
al., 2007). Independente se o constituinte-base do diluente € a gema de ovo
(MARTIN et al., 1979; CRISTANELLI et al., 1985) ou leite desnatado e seus
derivados (KENNY et al., 1975; DOUGLAS-HAMILTON et al., 1987) o balango
apropriado de nutrientes, minerais e a neutralizacdo das substancias tdxicas
produzidas pelo metabolismo celular conferem maior longevidade aos
espermatozoides pela estabilizacdo das membranas e seus sistemas

enzimaticos.



A criopreservacao requer, além de apropriada curva de congelamento
(CLULQOW et al., 2007), células integras e nutricdo adequada, assim com eficaz
acao do crioprotetor que compde o diluente, possibilitando a desidratacdo da
célula espermatica, com a manutengdo da organizacdo das membranas

celulares com o0 menor estresse osmatico possivel (OLDENHOF et al., 2013).

Apesar disto, a influéncia da variabilidade individual na resposta as
caracteristicas do diluente de congelamento foi novamente demonstrada por
Rodriguez et al. (2011) para garanhdes, corroborando os estudos de Heitland et
al. (1996) e Ecot et al. (2000) em comparagdes entre diferentes percentuais de
gema de ovo, componentes do leite e glicerol nas formulagdes dos diluentes de
refrigeracdo e criopreservagao. Desta forma, ainda que exista uma formulagéo
que atenda eficazmente grande parte dos ejaculados, sempre ha possiveis

composi¢des que servirdo para o congelamento ideal de garanhdes especificos.

2.4 A centrifugacao

A centrifugagdo no processamento de sémen equino é utilizada para a
separagdo do plasma seminal das células espermaticas e posterior
ressuspensdo destas no meio diluidor apropriado ao protocolo desejado. O
plasma seminal contém substancias que sao benéficas para os
espermatozoides, contudo, ndo € um meio ideal para a refrigeragdo e
armazenamento destas células. Altas concentracdes de plasma seminal sao
mostradas como deletérias aos espermatozoides (BRINSKO et al., 2000;
MORRELL et al., 2012), contudo ainda ndo foram completamente elucidadas
quais séo todas as substancias responsaveis por esta reducdo da motilidade.
Sendo assim, as op¢des sao obter na colheita apenas a fragao rica (KATILA et
al., 2001) do ejaculado ou centrifuga-lo (MORRELL et al., 2012; NETO et al.,
2013; ALVARENGA et al., 2014), havendo correlagdo positiva entre esta

remogao e a subsequente motilidade progressiva.

Considerando a necessidade de remogao do plasma seminal e o dano
celular causado por excessiva forgca de centrifugagado, técnicas utilizando o

iodixanol para o amortecimento na centrifugacéo foram testadas (ECOT et al.,



2005; KNOP et al., 2005) obtendo performance eficaz para atender a estas
demandas. No entanto, nenhuma técnica realizou de forma pratica a selegao
espermatica das amostras, sendo capaz de separar o plasma seminal sem
danos e ainda diferenciar os espermatozoides com melhores caracteristicas
morfologicas, funcionais e que, possivelmente, terdo maior viabilidade.
Possibilitando, inclusive, a utilizagdo de amostras ruins ou ejaculados que in
natura apresentam baixo percentual de motilidade espermatica (MACPHERSON
et al., 2002; MORRELL et al., 2008).

Com este objetivo as metodologias de centrifugagcado foram desenvolvidas
buscando atender a necessidade de separacdo de diferentes tipos celulares
usando coloides de diferentes densidades, sendo posteriormente destinada a
separagado de células espermaticas de ejaculados suinos por De vries &
Colenbrander (1990) utilizando gradientes de polivinilpirrolidona. Sharma et al.
(1997) demonstraram a eficiéncia da técnica na reprodugéo humana, obtendo
melhoria da fertilidade em ejaculados oligospérmicos. Em equinos, a
centrifugagéo com coloide (EquiPure®) foi relatada por Macpherson et al. (2002)
como eficaz para a separacao de baixo numero de espermatozoides, contudo,
demonstrou ser um método pouco pratico para a selecdo de amostras com
grandes volumes. Morrell et al. (2008 a, b) demonstraram que a centrifugacéo
em gradiente de camada uUnica € uma forma mais pratica para a selegéo de
amostras com volumes maiores. Em 2011, Morrell e colaboradores destacaram
que os coloides regularmente usados s&do compostos de silica em uma mistura
de sais, agucares e tampdes, e que a composi¢cao destas misturas, o pH e a
osmolaridade, assim como a densidade, influenciam no numero de

espermatozoides recuperados e em sua qualidade.

A centrifugagdo em camada unica consiste em uma técnica na qual
espermatozoides méveis com morfologia, membrana celular e cromatina intactas
sdo separados do resto do ejaculado por centrifugag¢ao, ocorrendo o mesmo para
o plasma seminal (MORRELL & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009). Estes
espermatozoides atravessam a solugao coloidal impulsionados por uma forca de
centrifugacéo inferior a convencional e formam um pellet no fundo do tubo

cbnico. O plasma seminal com as células danificadas e o diluente s&o retidos



acima da solucéo coloidal, na interface entre o coloide e a amostra diluida inicial
(MORRELL et al., 2011).

Os espermatozoides retidos na interface séo imoveis, morfologicamente
anormais, com defeitos de cromatina ou membranas celulares lesionadas. Se
muitos espermatozoides forem submetidos a centrifugagdo ao mesmo momento,
ou mesmo em quantidade muito elevada de células com defeitos, alguns
espermatozoides integros poderdo ser bloqueados na travessia pelo coloide e
serao encontrados na interface entre as duas camadas. O pellet tera melhor
qualidade espermatica que as amostras nao selecionadas (MORRELL et al,
2009 a, b), maior motilidade espermatica (MORRELL et al, 2010) e potencial de
fertilizacao (LINDAHL et al., 2011) por periodo mais longo.

2.5.A avaliagao computadorizada da motilidade espermatica - CASA

A avaliagdo computadorizada dos parametros de motilidade espermatica
padroniza os critérios que compdem os resultados obtidos e elimina a
subjetividade dos dados. Diversas sdo as medidas que se unem para avaliar a
motilidade espermatica progressiva e atribuir o percentual médio de motilidade
progressiva da amostra (LOOMIS et al., 2008; AMANN et al., 2014).

Centenas de células espermaticas sdo avaliadas por campo e a
velocidade individual € medida em microns por segundo, contudo o padrao do
deslocamento caracteriza o tipo de velocidade, sendo VCL, VAP e VSL as
principais. VCL (velocidade curvilinear) representa a distancia completa
percorrida no trajeto da cabega do espermatozoide, VAP é uma velocidade
calculada com a distdncia meédia entre os pontos percorridos pelo
espermatozoide e VSL considera apenas a distancia em linha reta entre a
cabeca do espermatozoide no inicio e no final do tempo mensurado (AMANN et
al., 1980). Outros importantes parametros compostos a partir destas
mensuragodes iniciais sdo os percentuais de linearidade (LIN; VSL/VCL x 100) e
o percentual de movimentagdo a frente (STR; VSL/VAP x 100) do
espermatozoide (LOOMIS et al., 2008).



Considerando que na fisiologia reprodutiva os espermatozoides precisam
percorrer um trajeto até o terco médio da ampola para realizarem a fecundacao,
o parametro de motilidade progressiva é estabelecido como um indicador
razoavel para a avaliacao da qualidade da amostra quanto a possibilidade de
alcancar o sitio de fecundagao. Sendo assim, uma forma objetiva de se obter a
motilidade progressiva é definindo uma célula com VAP superior a 50
microns/segundo e uma STR maior que 75% (LOOMIS et al., 2008), contudo tais
valores de corte podem ser redefinidos pelos técnicos dos laboratérios,
considerando o periodo de aquecimento antes da avaliagdo da amostra, a
utilizacdo ou ndo de camaras de contagem e demais fatores que podem incidir

na velocidade das células espermaticas (LOOMIS et al., 2008).

Assim como é necessaria uma padronizagao para a classificagdo de um
movimento como progressivo (e nao imovel, local ou circular, por exemplo), é
internacionalmente estabelecido que o ejaculado deve apresentar no minimo de
30% de motilidade espermatica progressiva para ser aprovado para uso em
programa de inseminacgao artificial. Este valor, ainda que arbitrario, serve como
referéncia para muitas partidas congeladas (LOOMIS et al., 2008). Certamente
este € apenas um valor utilizado por ser mensuravel e com o qual se busca
predizer a fertilidade da amostra, contudo a fertilizagdo € sabidamente o
resultado da interacdo de um conjunto de fatores uterinos, espermaticos e
oocitarios (SEIDEL et al., 2012).
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Summary

Although sperm quality deteriorates with increasing time between collection and
processing, it is not always feasible or practical to process stallion semen for freezing
immediately after collection. Semen storage and processing by Single Layer Centrifugation
(SLC) prior to freezing may improve cryosurvival. Thus the objective of the present study
was to investigate whether stallion semen can be stored for 8h at 5° or 15° C prior to SLC
and freezing, and still provide acceptable post-thaw results. Semen was collected from 16
stallions (n=16), diluted with semen extender (Gent®©) to 50x10° spz/mL and splited between
the different storage treatments as follows: i) uncentrifuged immediate freezing; ii) SLC,
immediate freezing; iii) uncentrifuged storage for 8h at 5°C; iv) storage for 8h at 5°C and
SLC; v) uncentrifuged storage for 8h at 15°C; and vi) storage for 8h at 15°C and SLC.
Sperm pellets were resuspended in freezing extender (EquiPlus Freeze©) at a concentration
of 200x10%mL. Sperm motility was measured by computer assisted sperm analysis
(AndroVision©) in the moments: i) in the raw ejaculate immediately after collection; ii)
after extension; iii) after cooling (for stored samples only); iv) immediately prior to freezing;
v) post-thawing. Progressive motility was higher in the SLC samples than in the
corresponding uncentrifuged for all storage protocols, the best progressive motility was seen
in the samples where SLC was done immediately after semen collection (P<0.001). There
was no difference in the progressive motility between the two storage temperatures, 5°C and
15°C (P>0.05). More ejaculates showed an acceptable post-thaw motility of >30% after SLC
processing than uncentrifuged , regardless of storage protocol (P<0.01). It is possible to store
stallion semen for 8h at 5°C or 15°C prior to SLC and freezing, and still obtain acceptable

post-thaw motility, although there is variation between stallions.
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Introduction

Protocols for freezing stallion semen usually include a centrifugation step immediately
after semen collection to remove most of the seminal plasma and increase the sperm
concentration. The resulting sperm pellet is then re-suspended in a cryoextender and is
subsequently cooled and frozen in straws (Loomis and Graham, 2008). Thus access to a
centrifuge, freezing equipment, liquid nitrogen and trained personnel are needed in order to
perform the procedure satisfactorily. Such equipment may not be available on all stud farms where
the stallions are kept, which requires semen transportation to a laboratory with these facilities.
During transport, sperm samples should be kept under optimum conditions to prevent damage
that will result in reduced ability to withstand cryopreservation. These conditions have yet to be

optimized for stallion semen.

It has been shown previously that selecting robust spermatozoa with Single Layer
Centrifugation (SLC) through a colloid (Hoogewijs et al., 2011) or through several layers of
iodixanol of different densities (Stuhtmann et al., 2012) can improve sperm cryosurvival. It has
also been shown that SL.C-selected sperm samples retain motility during incubation after thawing
for longer than controls (Hoogewijs et al., 2012). Reports vary, however, since Mancill et al.
(2010) considered that recovery of robust spermatozoa was greater if density centrifugation with

EquiPure® was carried out after thawing rather than prior to freezing.

Preliminary studies with stallion semen indicate that better post-thaw sperm quality is
seen if the semen is processed by SLC with Androcoll-E or density centrifugation with iodixanol
and frozen shortly after semen collection rather than after 24h storage (Heutelbeck et al, 2015).
However, other protocols are possible: the semen sample could be stored at a temperature less
likely to cause cold-shock, i.e. at 15°C instead of 4°C, and the duration of storage could be
reduced. It has been shown that stored semen can be processed by SLC to select robust
spermatozoa (Morrell et al., 2011). Thus the purpose of the present study: i) to determine whether
stallion semen can be stored for 8h (at 5° and 15°C) prior to SLC and freezing, while still providing
acceptable post-thaw results; i) to investigate the effect of different storage temperatures on

post-thaw sperm motility; iii) to compare the centrifugation effect with and without colloid.
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Materials and Methods
Semen collection and treatment

Ejaculates from 16 fertile stallions Criollo breed (n=16; one of each male) aged 6 -14
years old were available for semen collection; these stallions were of previous proven fertility in
a natural mating situation. The dewormed and properly vaccinated animals were kept into

individual paddocks located in Southern America (Canela, Brazil; Latitude 29° 21° 56 S)

Semen was collected during the non-breeding season (August to September) by allowing
the stallion to jump on a phantom and ¢jaculate into an artificial vagina (Hannover model;
Minitube, Porto Alegre, Brazil). Semen had been collected 4 times previously in the week
preceding the experiment, and discarded to eliminate the extragonadal sperm reserves. (STICH et

al., 2002).

The semen for the study was immediately extended in Gent© extender at concentration
of 50x10° spz/mL and was split between the different storage treatments as follows: i)
uncentrifuged immediate freezing; ii) SLC, immediate freezing; iii) uncentrifuged storage for 8h
at 5°C; iv) storage for 8h at 5°C and SLC; v) uncentrifuged storage for 8h at 15°C; and vi) storage
for 8h at 15°C and SLC. Sperm pellets were resuspended in EquiPlus© Freeze to a concentration

of 200x10%/mL for freezing.

Semen processing

Sperm motility and concentration were evaluated by the AndroVision sperm motility
analyzer (Minitube, Porto Alegre, Brazil) using the manufacturer’s settings for “stallion”. The
semen was loaded into a Leja chamber which was placed on the warm stage (37°C) of the
microscope. Motility assessment was made at five time points: 1) in the raw ejaculate immediately
after collection, ii) after extension, iii) after cooling (for stored samples only); iv) immediately
prior to freezing and v) post-thawing. For the purposes of this experiment only progressive

motility is reported.

Single Layer Centrifugation

The method was as described by Morrell et al. (2011) using Androcoll-Equine
equilibrated to room temperature. Briefly, 15 mL of the colloid was poured into a 15-mL

centrifuge tube and 15 mL of extended semen was pipetted on top, taking care not to disturb the
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surface of the colloid. After centrifugation for 20 minutes at 300 g, the supernatant was discarded
and the sperm pellet was transferred to a clean tube for resuspension in EquiPlus Freeze® to a
concentration of 200x10%mL for freezing. After that 0,5mL straws were filled and kept under
5°C degrees for 20 minutes into a semen refrigerator (Minitube, Porto Alegre, Brazil). In the next
step they were exposed to Nitrogen vapor during 20 minutes and immediately dropped into

Nitrogen.

Statistics

Differences in progressive motility between treatments were analysed by ANOV A using
the SAS system employing the Mixed procedure with stallion as fixed effect. The number of
ejaculates with progressive motility >30% (Loomis, 2008) between control and SLC for each
protocol was tested by the chi-squared Goodness of Fit test. In all cases the significance level was

set at P<0.05.
Results

The mean progressive motility for the raw and extended semen was 74+13% and 72+15%
respectively; after cooling mean values ranged between 52+24% for the 5°C storage and 55+16%

for the 15°C storage, which were not significantly different.

Mean progressive motility pre-freeze and post-thaw for the three storage conditions is
shown in Figure 2. SLC improved the progressive motility regardless of storage time and
temperature (no storage SLC versus control, P<0.001; storage at 5°C SLC versus control P<0.05;
storage at 15°C SLC versus control P<0.001), of the three treatments, no storage i.e. freezing as
soon as possible after semen collection, resulted in the best post-thaw motility (P<0.001). Mean
post—thaw progressive motility was not different between the samples stored at 5° or 15° for 8h

(P>0.05).

The number of sperm samples with a post-thaw progressive motility >30% for each of
the different treatments is shown in Table 1. All sperm samples processed by SLC and frozen
immediately produced acceptable post-thaw sperm quality i.e. progressive motility >30%,
whereas only 10 of the control samples were acceptable (P<0.01). Similarly, more of the samples
processed by SLC after storage at 5°C or 15°C were acceptable than the controls at the same
storage temperature (6 and 5 versus 2 and 1, respectively; P<0.05). Overall, SLC gave
significantly more ejaculates with acceptable post thaw motility than controls (27 versus 13,

respectively; P<0.01). Immediate freezing of the samples produced a significantly higher number
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of ejaculates with acceptable post-thaw motility in comparison to total of storage samples (SLC

16 versus 11, controls 10 versus 3; P<0.01). Individual ejaculate profiles are shown in table 2.
Discussion

The objective of this study was to determine whether stallion semen can be frozen
successfully after storage for 8h at either 5°C or 15°C. The progressive motility results indicate
that at least some stallion ejaculates can be frozen successfully after storage under these
conditions if SLC is included in the semen processing prior to freezing. These results partly
confirm the findings of Heutelbeck et al. (2015) that immediate freezing is better than storing the
samples, but differ in that in the present study some ejaculates gave acceptable results after storage
for 8h whereas the samples in Heutelbeck s study did not give acceptable results after storage for
24h. Certainly this too long storage allowed higher metabolic accumulation and it leaded the

membrane damages, mainly caused by ROS and others toxic substances into the culture medium.

Note: a progressive motility >30% (Loomis, 2008) was taken as being acceptable for the

purposes of this study.

The present results are similar to those of Hoogewijs et al. (2011) who were able to
increase the number of ¢jaculates with an acceptable post-thaw motility by including SLC in the
processing prior to immediate freezing. In their study, the semen was processed by SLC using
Androcoll-E immediately after collection and was subsequently frozen using BotuCrio either
immediately or after storing for 24h. However, our results are in contrast to those of Mancill et al
(2010), who considered that SLC should be done post-thawing rather than prior to freezing,
although their experiments used a different colloid (EquiPure©) for the centrifugation than the
Androcoll-Equine© used in the present study. Studies by other researchers did not show a
difference in pregnancy rate if SLC with EquiPure© was used to process thawed semen before

insemination (Cerny et al, 2012).

Research with bull semen suggests that including a prolonged equilibration period at 4°C
prior to cryopreservation is not detrimental to sperm cryosurvival and may even enhance it
(Anzara et al., 2011). It is suggested that bull sperm membranes stabilize during cooled
equilibration. However, there was no indication that stallion sperm membranes compounds react
in the same way, at least in the Gent© extender used for storage in the present study. The results
of the present study indicate that there was no difference between storage at 5° and 15°C, but no
beneficial effect was seen compared to immediate freezing. However, the fact that storage
temperature is not critical within the range 5-15°C could be useful when transporting semen under
very warm climatic conditions when it is difficult to maintain the semen at 5°C. Thus, according

to the average data obtained in this study, it would be possible to transport semen to a laboratory
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at some distance from the stud farm for semen freezing, or to store the samples temporarily while

waiting for a less busy time of day to do the processing and freezing.

It has been shown previously that SLC-selected samples retain their motility for longer
during storage than unselected samples (e.g. Morrell et al., 2010), and can be stored at room
temperature for up to six days (Morrell et al, 2009), although there was considerable variation
between stallions as to how long the SLC-selected sperm samples survived at this temperature.
Semen extender also affects duration of sperm survival (Morrell et al., 2010). This prolonged
survival could be attributed, at least in part, to a significantly lower production of reactive oxygen
species in the SLC-selected sperm samples than in controls (Morrell et al., in preparation).
Reactive oxygen species produced by damaged cells, particularly hydrogen peroxide, may be
implicated in poor post-thaw sperm survival (Baumber et al., 2003) affecting badly the normal
cells, although Neild et al. (2005) were unable to link lipid peroxidation of stallion sperm

membranes with reactive oxygen species.

These preliminary data of acceptable results following storage and SLC prior to freezing
warrant further investigation, including an insemination trial, to see if the increase in post-thaw
sperm motility and longevity is reflected in increased pregnancy rates after insemination. It may
be possible to optimize the storage conditions by varying the duration of storage or using different

semen extenders;

Conclusion

The SLC improves the post-thaw motility in despite of previous storage at 5° or 15°C
degrees along 8h, but processing the semen with Androcoll-Equine® immediately after collection

gave the best results in terms of post-thaw sperm motility.
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Figure 1: Experimental design

EJACULATE (n=16)

CONT SLC CONT SLC CONT SLC

Experimental design demonstrating the groups (CONT and SLC) and the storage

treatment before centrifugation and freezing.

Figure 2: Mean progressive motility for uncentrifuged (CONT; gray bars) and SLC-selected

Criollo stallion sperm samples (blue bars) with different processing protocols prior to freezing.
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Note 1: Letters A and B demonstrate difference into the same storage protocol between the
centrifugation methods in the pre-freeze average data (1 vs 2, P<0,01; 3 vs 4, P<0,05; 5 vs 6, P<0,01)
Note 2: Letters a and b demonstrate difference into the same storage protocol between the

centrifugation methods in the post-thaw average data (1 vs 2, P<0,001; 3 vs 4, P<0,05; 5 vs 6, P<0,001)

For all protocols the SLC procedure resulted in higher progressive motility when

compared with control in pre-freeze or post-thawed moment of evaluation
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Table 1: Number of Criollo breed ejaculates with post-thaw motility 230% for different storage

treatments prior to freezing

NO STORAGE CONT | NO STORAGE SLC 5°Cor 15°C CONT 5°C or 15°C storage SLC

10/16° 16/16* 3/32° 11/32°

Note.: Same upper case letters within a treatment denote statistical significance: a P<0.01, b P<0.05.

The SLC demonstrated higher post-thaw progressive motility into no storage protocol

and also when storage protocols were combined.
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Table 2: Individual Criollo ejaculates profiles

CONTROL Treatments
No storage 5°C Storage _
Diluted Centrif Thawed | After 8h Centrif Thawed | After 8h Centrif Thawed
1 52,78 41,82 33,72 29,11 8,75 3,33 51,92 19,63 9,22
2 55,88 42,90 32,41 9,21 11,71 4.45 23,80 15,39 8,49
3 70,76 39,54 31,99 40,47 21,42 13,20 47,23 13,00 2,29
4 91,40 90,85 66,66 78,02 39,40 32,12 81,26 61,00 28,40
5 88,90 81,14 65,48 90,68 56,41 49,10 75,18 51,57 19,44
6 67,98 60,48 52,31 39,04 17,51 9,48 38,81 17,71 9,42
7 71,73 49,21 31,25 61,84 3,08 0,0 71,01 10,95 5,21
8 66,41 21,88 14,32 57,22 6,26 2,99 57,27 4,53 0,0
9 74,86 28,20 13,49 46,72 20,45 13,87 4497 26,57 8,08
10 91,93 80,64 51,23 76,24 41,68 28,64 82,16 64,66 28,47
11 61,42 3,91 0,0 4432 1,47 0,0 58,66 1,45 0,0
12 87,61 64,46 51,26 70,34 34,28 28,76 76,25 67,52 29,80
13 62,61 13,17 8,21 42,52 7,54 3,24 38,65 18,27 11,12
14 49,14 13,87 8,10 24,07 11,54 7,45 28,48 11,61 4,02
15 87,23 55,81 42,11 88,03 30,06 24,46 54,39 29,06 18,41
16 65,03 10,23 6,36 35,91 2,55 0,27 15,78 4,40 0,0
X 71,98 43,63 31,81 52,11 19,63 13,84 52,86 26,08 11,40
SD 14,20 27,25 21,69 23,65 16,39 14,58 20,66 22,39 10,41
SLC Treatments
No storage 5°C Storage _
Diluted Centrif Thawed | After 8h Centrif Thawed | After 8h Centrif Thawed
1 52,78 54,81 50,26 43,05 27,45 20,40 48,87 24,49 18,24
2 55,88 68,91 60,21 26,43 25,90 21,26 35,51 25,21 21,41
3 70,76 62,00 56,30 51,90 29,40 22,93 49,81 73,90 41,23
4 91,40 92,04 79,47 80,82 66,85 58,22 84,95 46,13 31,23
5 88,90 82,86 71,59 64,75 70,86 64,24 75,39 53,02 48,10
6 67,98 75,49 63,57 52,22 43,48 34,36 40,91 31,72 22,20
7 77,73 79,76 73,48 53,64 13,50 8,44 62,29 24,46 16,95
8 66,41 64,69 57,30 56,18 17,31 8,08 61,92 24,33 17,48
9 74,86 75,00 64,83 46,67 22,69 17,64 44,15 20,37 16,28
10 91,93 89,04 79,41 79,54 81,94 73,77 78,77 77,45 65,58
11 61,42 48,64 37,28 51,30 4,67 1,23 62,50 15,77 10,97
12 87,61 74,23 66,19 77,98 53,41 4425 71,42 51,07 38,93
13 62,61 40,71 32,62 28,93 21,94 16,48 40,65 14,38 10,22
14 49,14 54,40 48,30 37,18 24,24 18,91 36,57 24,27 19,79
15 87,23 82,69 68,96 83,42 67,70 61,32 61,12 54,30 48,04
16 65,03 46,82 35,83 25,40 9,41 6,99 25,04 21,76 16,23
X 71,98 68,26 59,10 53,71 36,30 29,91 54,99 36,41 27,68
SD 14,20 15,73 14,87 19,34 24,38 23,19 17,41 20,17 16,07

Percentage of progressive motility of each stallion split according the centrifugation method (SLC

or CONT) and moment of evaluation (Diluted, after centrifugation/ resuspension, after 8h of

storage 5°C or 15°C and post-thawed samples).
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