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O presente trabalho constou de trés experimentos. O primeiro objetivou verificar a influéncia de diferentes
concentracdes de plasmaseminal ede doisdiluentes namotilidade e naintegridade e funcionalidade damembranaplasmatica
de espermatozoides equiinos resfriados. Paratanto, foram utilizados 4 garanhdes, comprovadamente férteis e em atividade
sexual. Imediatamente apds a coleta, 0 sémen foi avaliado, diluido 1:2 com EDTA-glicose, dividido em oito aiquotas e
centrifugado a600g, por 10 minutos, pararemocao do plasmaseminal. O pellet de cadaaliquotafoi ressuspendido comum
determinado volume do plasma seminal, previamente removido e acrescido de um determinado volume de um dos dois
diluente (leite desnatado UHT ou | eite desnatado-glicose) até atingir umaconcentragdo final entre 40 e 50x10° espermatozdides/
ml, contendo as seguintes concentragdes finais de plasma seminal : 0%, 2,5%, 5% e 10%. |mediatamente apds adiluicdo, o
sémen foi avaliado quanto amotilidade progressivaetotal efuncionalidade eintegridade damembranaplasmatica. A seguir,
osoito frascos contendo 0 sémen, com um volume aproximado de 12 ml cada, foram resfriadosem camaraa+4°C aumataxa
de resfriamento de 0,3’ C/min, sendo o sémen novamente avaliado as 24, 48 e 72 horas. O segundo experimento objetivou
verificar o perfil protéco do plasmasemina de garanhdes de dtafertilidade e de baixafertilidade. Paratanto, foram utilizados
4 garanh®es, sendo 2 com boa qualidade de sémen e dois com baixa qualidade de sémen. ApGs a coleta o sémen foi
centrifugado duas vezes a3000g por 20 minutos pararetirar o plasmaseminal e estefoi congelado a-196°C. No momento da
realizacdo da eletroforese bidimensional, o plasmafoi descongelado a temperatura ambiente, novamente centrifugado a
10000g por 1 hora, e sua proteinamensurada. O terceiro experimento objetivou verificar ainfluénciado plasmaseminal de
garanhdes com baixa qualidade espermética na motilidade e integridade e funcionalidade de membrana plasmética de
espermatozdides de garanhBes com alta qualidade espermatica e vice-versa. Paratanto, foram utilizados 4 garanhdes, dois
com ataqualidade (AQ) edoiscom baixaqualidade de sémen (BQ). Os garanh@estiveram seu sémen previamente coletado
pararealizar um banco de plasmaseminal. Paratanto, o sémen foi centrifugado duas vezes a3000g por 20 minutos, dividido
em aiquotas de 1,5 ml, identificado e congelado a -196°C. Quando da utilizagéo, o plasma seminal foi descongelado em
banho-maria a +37°C. Foram realizadas 5 coletas de sémen de cada garanh&o. Imediatamente apds a coleta, o sémen foi
avaliado ediluido 1:2 com EDTA-glicose, dividido em cinco aiquotas e centrifugado a600g, por 10 minutos, pararemogao
do plasma seminal. O pellet de cada aliquota recebeu com uma determinada quantidade de plasma seminal, do banco de
plasma, e um determinado volume de Leite UHT, até atingir umaconcentracdo final entre 40 a 50x10° espermatoz6ides/ml.
Nos garanhes de alta e de baixa qualidade de sémen, foi acrescido ao pellet, apds a centrifugacdo, plasma seminal de
garanhdes de baixa(BQ) edeata(AQ) qualidade de sémen, em concentracBesfinais de 0% 2,5% e 5%. Imediatamente apds
a diluicdo, o sémen foi avaliado quanto a motilidade progressiva e total e funcionalidade e integridade de membrana
plasmatica. A seguir, os dez frascos contendo o sémen, com um volume aproximado de 12 ml cada, foram resfriados em
incubadora, a+4°C ereavaliado as 24h, 48h e 72h horas. Concluiu-se que concentracoes de até 5% de plasma seminal ndo
afetam amotilidade, afuncionalidade e aintegridade de membrana plasméti ca dos espermatozoides; concentraces de 2,5%
de plasmaseminal provenientes de garanhdes de alta qualidade de sémen melhoram amotilidade espermatica de garanhdes
de baixa qualidade de sémen; concentragdes de 2,5% de plasma seminal melhoram os percentuais de funcionalidade e
integridade de membrana As bandas protéicas 5 e 19 do plasma seminal ndo foram identificadas nos garanh8es de baixa
qualidade de sémen; as bandas protéi cas 3 e 17 apresentaram densidade épti ca superior nas amostras de garanhdes de baixa
qualidade de sémen, enquanto que a banda protéica 31 foi superior nos animais de alta qualidade, constituindo-se em
provaveis marcadores de qualidade do sémen. A utilizacéo de |eite desnatado UHT proporcionou melhores resultados de
motilidade eintegridade de membrana, em comparagéo ao leite-glicose.
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The present study included three experiments. The first one aimed to detect the influence of different equine
seminal plasma concentrations and of two different extenders on equine sperm motility and plasmatic membraneintegrity
and functionality. Four provenfertile, sexually active stallionswere used. Sperm was eval uated immediately after collection,
diluted 1:2 with EDTA-glucose, divided in eight samples and centrifuged at 600g for 10 minutes for supernatant removal.
Each pellet received a certain volume of the previously removed seminal plasma, plus a certain volume of extender (UHT
skim milk or skim milk-glucose) so that afinal sperm count between 40 and 50x10° sperm/ml wasreached, with thefollowing
seminal plasmaconcentrations: 0%, 2.5%, 5% and 10%. Immediately after dilution, sperm was eval uated for progressive and
total motility and membraneintegrity and functionality. Afterwards, the eight flasks containing about 12 ml sperm each were
cooled in a+4°C chamber at a cooling rate of 0.3°C/minute. Sperm was evaluated again after 24, 48 and 72h. The second
experiment aimed to determine seminal plasmaproteinsin high and low fertility stallions. Four stallionswere studied, two
with high quality and two with low quality semen. After collection, semen was centrifuged twice at 3000g for 20 minutesfor
semina plasmaremoval, which wasfrozen at -196°C. At the moment of performing bi-dimensional electrophoresis, seminal
plasmawasthawed at room temperature, centrifuged at 120000g for 60 minutes and protein content was evaluated. Thethird
experiment aimed to determine the influence of seminal plasma from low quality semen stallions on sperm motility and
membrane integrity and functionality from high quality semen stallions, and vice-versa. Four stallions were used, two of
high quality (HG) and two of low quality (L Q) semen. Their seminal plasmawas collected previously in order to make asperm
bank. For that, semen was centrifuged twice at 3000g for 20 minutes, divided in 1.5 ml samples, identified and frozen at -
196°C. For use, seminal plasmawasthawed inwater bath at 37°C. Five gjaculatesfrom each stallion were used. Immediately
after collection semen was eva uated and diluted 1:2 with EDTA-glucose, divided in five samplesand centrifuged at 600g for
10 minutesfor plasmaremoval. Each pellet received acertain semina plasmavolume (from the seminal plasmabank), plusa
certain volume of UHT milk, sothat afinal sperm count between 40 and 50x10° sperm/ml wasreached. Pellets of stallionswith
high and low quality semen received seminal plasma from stallions with high (HQ) and low quality (LQ) semen at final
concentrations of 0%, 2.5% and 5%. Immediately after dilution, semen was evaluated for sperm progressive and total
motility and membraneintegrity and functionality. Afterwards, the ten flasks containing about 12 ml semen were cooledin
a4°C chamber and eval uated again after 24, 48 and 72h. It was concluded that concentrations of until 5% seminal plasmado
not affect sperm motility or membraneintegrity and functionality; concentrations of 2.5% seminal plasmafrom high quality
semen stallions improve sperm motility in low quality semen stallions; concentrations of 2.5% seminal plasma improve
sperm membrane integrity and functionality rates. Seminal plasma protein bands 5 and 19 were not found in low quality
semen stallions; protein bands 3 and 17 showed superior optical density in the samples from low quality semen stallions,
while protein band 31 was superior in high quality semen animals, becoming probable semen quality markers. The use of
UHT skim milk offered better results concerning sperm motility and membraneintegrity, in comparison to milk-glucose.
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