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Resumo 
 

A refrigeração de sêmen é importante ferramenta para disseminação de material 
genético de garanhões. Essa técnica é possível pela correta diluição do sêmen 
em meios específicos e pelo uso de caixas próprias para refrigeração passiva a 
5  ou  15ºC.  A  maior  parte  dos  diluentes  para  refrigeração  de  sêmen  equino 
utilizados  no  mundo  são  a  base  de  leite.  Entretanto,  um  dos  entraves  da 
utilização deste produto biológico é o grande número de substâncias contidas, 
levando   a   não   padronização   entre   partidas.   Visando   solucionar   esta 
problemática, o desenvolvimento de meios diluentes quimicamente definidos que 
proporcionem   proteção    aos    espermatozoides   durante    o   arrefecimento, 
mantendo  a  fertilidade  após  a  refrigeração  deve  ser  considerado.  O  uso  de 
frações  do  leite  pode  otimizar  seu  potencial  benéfico,  tendo  em  vista  que  
é possível aumentar a concentração dos componentes que favorecem a proteção 
espermática.  A caseína  é a  fração  do leite descrita  como  a  mais  eficaz  para 
manutenção  da  viabilidade  espermática  e  com  capacidade  de  proteger  a 
membrana plasmática. Considerando essas informações, este estudo tem como 
objetivo  avaliar  os  efeitos  de  meios  diluentes  para  sêmen  equino  a  base  
de caseina (CS), caseina com pentoxifilina (CSP), caseina com colesterol (CSC) 
e seus  equivalentes  a  base  de  leite  desnatado  (LD),  leite  desnatado  com 
pentoxifilina (LDP) e leite desnatada com colesterol (LDC) sobre os parâmetros 
espermáticos in vitro e fertilidade do sêmen submetido a refrigeração passiva a 
5ºC por 24 horas em caixa de isopor para transporte de sêmen. Os parâmetros 
de motilidade espermática foram mais elevados para os grupos LD e LDC na 
maioria  das  análises.  Os  grupos  que  continham  colesterol  proporcionaram 
melhor proteção para membrana. O grupo CSC se mostrou melhor em grande 
parte  das  análises,  destacando-se  também  no  teste  de  fertilidade,  onde 
apresentou diferença estatística para os grupos LD, CS, LDP e CSP. Assim, a 
utilização  de  caseinato  de  sódio  mostrou-se  uma  alternativa  viável  para  a 
substituição do leite desnatado em diluentes de refrigeração de sêmen equino, 
contribuindo para alta taxa de fertilidade. 
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Abstract 
 

Cooling semen is an important tool for genetic material dissemination for superior 
stallions.  This  technique  is  possible  with  the  dilution  of  the  semen  in  specific 
extenders and by using specialized boxes for passive cooling at 5 or 15ºC. Most 
of the extenders for equine semen refrigeration used in the world are milk based. 
However, one of the obstacles for the use of this biological product is the large 
number of substances contained, leading to non-standardization between lots. In 
order to solve this problem, developing a chemically defined extender for cooling 
equine semen should be considered, providing protection to the sperm during 
cooling and preserving fertility afterwards. The use of milk fractions can optimize 
their  beneficial  potential,  since  it  is  possible  to  increase  the  concentration  of 
components  that  favor the  spermatic  protection.  Casein is  the  fraction  of  milk 
described as the most effective for maintaining sperm viability and capable of 
protecting the plasma membrane. Taking it into consideration, this study aims to 
evaluate the effects of equine semen diluent media based on casein (CS), casein 
with pentoxifylline (CSP) and casein associated with cholesterol (CSC) and their 
equivalents to of skim milk-based (LD), skim milk with pentoxifylline (LDP) and 
skim milk with cholesterol (LDC) regarding sperm parameters and in vitro fertility 
of semen submitted to passive refrigeration at 5ºC for 24 hours in a Styrofoam box.  
The  parameters  of  sperm  motility  were  higher  for  LD  and  LDC  in  most 
analyzes.   Groups   that   contained   cholesterol   provided   better   membrane 
protection. The CSC group proved to be better in most of the tests, especially in 
the fertility test, where it presented statistical difference for the CS, CSP, LD & LDP 
groups. The use of sodium caseinate has proved to be a viable alternative for 
replacing skim milk extenders in equine semen refrigerated, contributing to high 
fertility rate. 
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CASEINATO DE SÓDIO ASSOCIADO A COLESTEROL ELEVA 

FERTILIDADE EM CAVALOS BAD COOLER 
 
 
 
 

(Artigo redigido segundo as normas da Theriogenology, ISSN 0093-691X, disponível 

em: https://www.elsevier.com/journals/theriogenology/0093-691X/guide-for-authors) 
 
 

Resumo 
 

A maioria dos meios utilizados para diluição e refrigeração de sêmen em equinos é a base 

de   leite,   entretanto   este   é   composto   por   diversas   moléculas,   impossibilitando   a 

padronização  entre  as  partidas  dos  diluentes.  No  intuito  de  padronizar  os  meios  para 

refrigeração, o presente trabalho objetivou comparar o efeito de diluentes quimicamente 

definidos  baseados  em caseinato  de  sódio  (CS), caseinato  de  sódio  com pentoxifilina 

(CSP),  caseinato  de  sódio  com  colesterol  (CSC)  e  seus  equivalentes  a  base  de  leite 

desnatado (LD), leite desnatado com pentoxifilina (LDP) e leite desnatado com colesterol 

(LDC)  sobre  os  parâmetros  espermáticos  in  vitro  e  fertilidade  do  sêmen  equino 

refrigerado a 5ºC por 24 horas. Foram utilizados ejaculados de 19 garanhões para os testes 

de cinética espermática, integridade de membrana, potencial mitocondrial e instabilidade 

da membrana a fresco e refrigerado por 24 horas. Para o teste de fertilidade usou-se sêmen 

de garanhão "bad cooler" refrigerado a 5ºC por 24 horas. Os parâmetros de motilidade 

espermática foram mais elevados para grupos LD e LDC. Para integridade de membrana e  

potencial  mitocondrial  os  grupos  que  continham  colesterol  foram  superiores  para 

maioria  das  análises.  O  grupo  CSC  mostrou-se  melhor  em grande  parte  das  análises, 

destacando-se também no teste de fertilidade, onde apresentou diferença estatística para os 

grupos LD, CS, LDP e CSP. Assim, a utilização de caseinato de sódio mostrou-se uma 

alternativa viável para a substituição do leite desnatado em diluentes de refrigeração de 

sêmen equino, contribuindo para alta taxa de fertilidade em cavalos "bad cooler". 
 
 

Palavras-chave: Caseína, espermatozoide, criopreservação, garanhão.
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desestabilização  e consequente capacitação  [13,14]. Esta relação pode ser evidenciada 

nos resultados do YoPro, pois o grupo CSC apresentou menor porcentagem de membrana 

plasmática desestabilizada que a maioria dos grupos testados (Tabela 3) com consequente 

retardo  da  capacitação  ao  decorrer  do  tempo,  resultando  numa  tendência  de  melhor 

fertilidade para o grupo. 
 
 

5. Conclusão 
 

A  utilização  de  caseinato  de  sódio  mostrou-se  uma  alternativa  viável  para  a 

substituição do leite desnatado em diluentes de refrigeração de sêmen equino. Apesar de 

observar-se um leve decréscimo nas características de cinética espermática, os diluentes a 

base de caseinato de sódio contribuíram significativamente para alta taxa de fertilidade em 

garanhões "bad cooler". 
 
 

Referências 
 

[1] Jasko DJ, Moran DM, Farlin ME, Squires EL.  Effect of seminal plasma dilution or 
removal on spermatozoal motion characteristics of cooled stallion semen. 
Theriogenology 1991;35:1059–67. 

 
[2]  Jasko  DJ,  Hathaway  JA,  Schaltenbrand  VL,  Simper  WD,  Squires  EL.  Effect  of 
seminal plasma and egg yolk on motion characteristics of cooled stallion spermatozoa. 
Theriogenology 1992;37:1241–52. 

 
[3] Garcia BM, Fernandez LG, Ferrusola CO, Bolanos JMG, Martinez HR, Tapia JA, 
Morcuende D, Pena FJ. Fatty acids and plasmalogens of the phospholipids of the sperm 
membranes and their relation with the post- thaw quality of stallion spermatozoa. 
Theriogenology 2011;75:811-18. 

 
[4] Vidament M, Dupere AM, Julienne P, Evain A, Noue P, Palmer E. Equine frozen 
semen: freezability and fertility field results. Theriogenology 1997;48:907–17. 

 
[5] Pagl R, Aurich JE, Müller-schlösser F, Kankofer M, Aurich C. Comparison of an 
extender containing defined milk protein fractions with a skim milk-based extender for 
storage of equine semen at 5ºC. Theriogenology 2006;66:1115-22. 

 
[6] Contri A., Amicis I., Veronesi M.C., Faustini M., Robbe D., CarlucciO A. 
Efficiency of different extenders on cooled semen collected during long and short day 
length seasons in Martina Franca donkey. Anim Reprod Sci 2012;120:136–41. 

 
[7] Brinsko SP, Crockett EC, Squires EL. Effect of centrifugation and partial removal of 
seminal plasma on equine spermatozoal motility after cooling and storage. 
Theriogenology 2000; 54:129–36. 

 
[8] Aurich C. Recent advances in cooled-semen technology. Anim Reprod Sci 



41 41 

 
 
 

2008;107:268–75



42 42 

 
 
 

[22] Farrás MC, Avanzi BR, Melo CM, Dell’aqua JA, Papa FO. Efeito de diferentes 
diluentes na manutenção das características do sêmen eqüino em dois sistemas de 
refrigeração passiva. Ci. Anim. Bras. 2008;9:693-9. 

 
[23]  LeFrapper  MS,  Walston BS,  Whisnant  CS. Comparison of various extenders  for 
storage of cooled stallion spermatozoa for 72 hours. J Equine Vet Sci 2010;30:200-4. 

 
[24] Goulart HM, Silva AEDF, McManus C, Papa FO. Efeitos da pentoxifilina sobre a 
viabilidade in vitro dos espermatozóides de eqüinos, após o resfriamento a 5ºC. R. Bras. 
Zootec. 2004;33:112-22. 

 
[25] Guasti PN, Monteiro GA, Maziero RRD, Martin I, Avanzi BR, Dell'Aqua Jr JA, 
Papa FO. Effects of pentoxifylline on equineepididymal sperm. J Equine Vet Sci 
2013;33:1153-6. 

 
[26] Guasti PN, Monteiro GA, Maziero RRD, Carmo MT, Dell'Aqua Jr JA, Crespilho 
AM, Rifai EA, Papa FO. Pentoxifylline effects on capacitation and fertility of 
stallionepididymal sperm. Anim Reprod Sci 2017;179: 27–34. 

 
[27] Ponce AA, FiolDeCuneo M, Ruiz RD, Vincenti LM, Santillá ME, Stutz G, Jacuara 
JL. Influence of pentoxifyline on sperm membrane functional integrity. Arch Androl 
1999;43: 77-84. 

 
[28] Graham JK. Principles of cooled semen. In: McKinnon AO, Squires EL, Vaala 
WE, Varner DD. Equi Reprod. 2 ed. New Delhi: Wiley-Blackwell; 2011. p.1308-1315. 




