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RESUMO - Muitos autores tem descrito a interferéncia do plasma seminal nas funcdes
espermaticas, como a motilidade, viabilidade, fertilidade e no auxilio a capacitacdo. Uma alternativa
para reduzir as concentracdes de plasma seminal do ejaculado € a centrifugacdo do sémen ou sua
filtragem. Nesse sentido o objetivo deste trabalho foi investigar a congelabilidade do sémen de
touros colhidos por eletroejaculagdo na remocdo do plasma seminal pelas técnicas de
centrifugacao e filtragem, avaliando suas consequéncias na cinética espermatica e viabilidade ao
teste de termorresisténcia rapido (TTR) por um sistema computadorizado de avaliagdo espermatica
(CASA). Foram utilizados 38 touros da ra¢a Nelore (Bos indicus), sendo confrontadas trés técnicas
antes da criopreservacdo espermatica: Tratamento N (criopreservacdo convencional, sem
separacdo do plasma seminal), Tratamento C (criopreservacdo, separando o plasma seminal por
centrifugacao) e Tratamento F (criopreservacao, separando o plasma seminal pelo Sperm Filter®).
Nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos na andlise do sémen fresco pelo
CASA. Entretanto, no sémen criopreservado, foi observado um aumento na VAP e VSL do
tratamento F em relacdo ao N (P<0,05), mas nao houve diferenca com o C (P=0,58). Apds passar
pelo TTR, os valores de VAP, VSL, STR e LIN do sémen do tratamento C e F foram maiores em
relacdo ao N e quando foi avaliado VCL, BCF e ALH o tratamento C foi maior que N (P<0,05).
Portanto, a retirada do plasma seminal interfere positivamente na cinética esperméatica do sémen

bovino, independentemente do método utilizado.
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ABSTRACT — Many authors have described the interference of seminal plasma in sperm functions
such as motility, viability, fertility and aid training. An alternative to reduce the concentrations of
seminal plasma of the ejaculate, is the semen centrifugation or filtration. In this sense, the objective
of this study was to investigate the freezability of the bovine semen collected by electroejaculation
at the removal of seminal plasma by centrifugation and filtration techniques, assessing their impact
on the viability of sperm kinetics and rapid thermoresistance tests (TRT) by a computerized sperm
assessment (CASA). We used 38 Nelore bulls (Bos indicus), being confronted three techniques
before sperm cryopreservation: Treatment N (conventional cryopreservation, without separation of
seminal plasma), Treatment C (cryopreservation, separating the seminal plasma by centrifugation)
and treatment F (cryopreservation separating the seminal plasma Sperm Filter®). There was no
significant difference between treatments in the analysis of fresh semen by CASA. However, semen
cryopreserved, an increase was observed in the treatment VSL and VAP F to N (P<0.05), but no
difference with the C (P=0.58). After passing through the TTR, the values of VAP, VSL, STR and
LIN treatment of semen C and F were higher compared to when evaluated and N VCL and ALH
BCF treatment C was greater than N (P<0.05). Therefore, the removal of seminal plasma interferes

positively in sperm kinetics of bovine semen, regardless of the method used.
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1 INTRODUCAO

As taxas de sobrevivéncia espermatica pds-criopreservagao nao sdo 6timas para a maioria
das espécies. Em média, cerca da metade de todos os espermatozodides humanos e bovinos, sao
danificados ou destruidos pelo congelamento, limitando a total eficiéncia e eficacia da preservagao
de sémen. Com outras espécies, os resultados podem ser até mesmo piores e mais variaveis
(Leibo e Bradley, 1999; Watson, 2000).

Uma das estratégias bastante utilizadas em diversas espécies € a retirada do plasma
seminal antes da criopreservacdao. Os efeitos prejudiciais do plasma seminal sobre os
espermatozoides, durante a criopreservacao pode ser relacionado a agao de enzimas especificas,
como a atividade da lipase no plasma seminal de garanhdes que prejudica a motilidade dos
espermatozéides (Zahn et al., 2006). Segundo Tibary et al. (1990) grandes quantidades de plasma
seminal no ejaculado de bovinos aumenta a permeabilidade na membrana celular espermatica
causando vulnerabilidade ao choque frio.

Para a retirada do plasma seminal a técnica mais usada € o método de centrifugagéo. Em

garanhdes, a centrifugacdo do sémen é frequentemente realizada em programas de estacdo de
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monta com a finalidade de reduzir a concentragao de plasma seminal e melhorar a concentragao
do sémen. Entretanto, varios trabalhos relatam aparente injuria ao espermatozdide prejudicando a
fertilizacao pelo método de centrifugagao (Knop et al., 2005; Sieme et al., 2006). Outro método de
separacao de facil aplicabilidade é o Sperm Filter®. Este método consiste em um filtro de
membrana sintética com porosidade que permite a passagem do plasma seminal e bactérias,
retendo apenas os espermatozoides. O filtro elimina a necessidade de uso de centrifuga, sendo
menos lesivo aos espermatozoides quando comparado com a centrifugacdo usualmente utilizada
para a remog¢ao do plasma seminal. Com isso, avaliar a separacédo do plasma seminal utilizando
filtros pode melhorar a qualidade e viabilidade de sémen congelado de touros coletados por

eletroejaculador.
2 MATERIAL E METODOS

O sémen de 38 touros da raga Nelore (Bos indicus), com idade entre 3 e 8 anos e
previamente avaliados quanto a normalidade dos parametros androlégicos, foi coletado utilizando
eletroejaculador. Foram realizadas as analises fisicas e morfoldgicas de rotina (volume, motilidade,
vigor, concentragdo e morfologia espermatica), segundo as recomendagdes do CBRA (1998).

Foram confrontadas trés técnicas antes da criopreservagdo espermatica com o objetivo de
verificar o efeito da remog¢ao do plasma seminal pela centrifugagéo ou filtragem pelo Sperm Filter®
na cinética espermatica pré e pds congelamento. Os ejaculados obtidos foram fracionados em trés
aliquotas, passando por trés tratamentos. O tratamento N (Convencional) constitui-se na dilui¢gao
do semén de modo convencional para a concentragao final de 30x10° espermatozdides por palheta
com o diluidor BotuBov® contendo 7% de crioprotetor glicerol. O tratamento C (Centrifugado)
envolveu a diluicdo inicial do sémen na proporg¢ao de 1:4 com diluidor BotuSemen® e centrifugagao
por 10 minutos a 600xg (2200 rpm) conforme descrito por Papa et al. (1998), para a remogao do
plasma seminal. Apds a centrifugacao foi desprezado o sobrenadante e o “pellet” foi ressuspendido
com o diluidor BotuBov® na mesma concentracao do tratamento N. O tratamento F (Filtrado) se
caracterizou pela filtracao pelo dispositivo Sperm Filter®. Apds a filiragdo do sémen, os
espermatozoéides foram ressuspendidos com diluidor BotuBov® na mesma concentragdo do
tratamento N.

Apods os tratamentos, o sémen fresco foi avaliado por um sistema computadorizado de
avaliagdo espermatica (Computer Assisted Semen Analysis — CASA). Para realizar as analises, 10
Ml de sémen foi colocado em camara de leitura Makler previamente aquecida, e em seguida esta foi
inserida no aparelho IVOS (Versao 12.3, Hamilton-Thorne Bioscience). Foi realizada a escolha

automatica e padronizada de 5 campos de leitura e analise para todas as amostras. Foram
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analisadas as seguintes caracteristicas de movimento espermatico: motilidade total (MOT, %),
motilidade progressiva (PROG, %), velocidade do trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva
(VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, um/s), amplitude de deslocamento lateral da cabeca
espermatica (ALH, um), frequéncia de batimento (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade
(LIN, %) e velocidade rapida (RAP, %).

Apods os tratamentos e analise inicial, o sémen foi envasado a temperatura ambiente em
palhetas de 0,5 mL que foram identificadas quanto ao tratamento e o nimero do animal. A curva de
resfriamento foi programada em uma maquina de congelar (Tetakon®, TK 4000) e realizada a partir
da temperatura ambiente (25°C), seguindo uma curva de resfriamento de 0,25°C/min até 5°C. Apds
4 horas a uma temperatura de 5°C foi realizado a curva de congelacdo de 15°C/min de 5°C até -
80°C e 10°C/min até atingir -140°C. Apos atingir esta temperatura, as palhetas foram mergulhadas
em nitrogénio liquido e colocadas em racks devidamente identificadas e armazenadas em
nitrogénio liquido (-196° C) até o momento de realizagdo das analises pés-descongelamento.

O descongelamento foi realizado da mesma forma para todos os tratamentos, sendo em
banho-maria a 37°C por 30 segundos. Apdés o descongelamento o sémen foi colocado em
microtubos de 1,5 mL (tipo Eppendorf), homogeneizado e entdo avaliados quanto aos mesmos
parametros do sémen fresco mencionados anteriormente pelo CASA. Por fim, foi realizado o Teste
de Termorresisténcia Rapido (TTR), onde o sémen foi incubado em banho-maria a 46°C por 30
minutos e em seguida avaliado, mantendo o mesmo padrao de avaliagao pelo CASA.

O delineamento foi inteiramente casualizado. A analise estatistica foi realizada pelo
procedimento GLM (SAS, Inst.; Inc.; Cary, NC) e os tratamentos foram comparados entre si pelo

teste t.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacao as analises do sémen fresco, nao houve diferenca entre os tratamentos para
nenhum dos parametros analisados (MOT, PROG, VAP, VSL, ALH, BCF, STR, LIN E RAP) (Tabela
1). Em estudo realizado por Aurich et al. (1996) em equinos, também foi relatado que a motilidade
dos espermatozéides antes do congelamento ndo foi afetada pelo processo de centrifugagcdo ou
adicdo de plasma seminal e extensor de sémen. Resultados semelhantes foram relatados por
Pasquini et al. (2008) ao utilizarem sémen epididimario de equino, que foi incubado com
BotuSemen® ou plasma seminal e posteriormente centrifugado.

No presente estudo ndo ocorreu diferenca entre os parametros de MOT, PROG, VCL, ALH,
BCF, STR, LIN e RAP entre os trés tratamentos confrontados no sémen criopreservado (Tabela 2).

Resultados semelhantes também foram observados por Pasquini et al. (2008) com sémen de
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garanhdes que foram incubados somente com plasma seminal ou BotuSemen® e depois
centrifugados, nao apresentando diferenca dos padroes de MOT, PROG e RAP pos-
descongelamento. Os parametros para velocidade de trajeto (VAP) e velocidade progressiva (VSL)
apresentaram diferenca entre o tratamento convencional (N) e o filtrado (F), sendo que o sémen
que sofreu o processo de filtragdo apresentou valores maiores em relagdo ao convencional, mas
nao diferiram do centrifugado (Figura 1). Aurich et al. (1996) relataram em garanhdes que a
porcentagem de espermatozoides progressivamente moveis imediatamente apdés o
descongelamento foi mais elevada na auséncia do plasma seminal do que na sua presenca.

Em estudo recente, foi comparado o uso do Sperm Filter® e o processo de centrifugacao
em sémen equino e foi relatado que nao ocorreu diferengca entre os dois tratamentos nos
parametros de cinética espermatica, antes ou apds a criopreservagcao (Ramires Neto et al., 2013),
0 que também foi observado neste estudo. Ramires Neto et al (2013) também relataram o fato do
processo de filtracdo apresentar como vantagem em relagcdo a centrifugacdo, maior taxa de
recuperacao de espermatozoides e praticidade, devido ser um processo mais rapido e eliminar a
utilizacao de centrifuga.

Apds o sémen passar pelo teste de TTR, ndo houve alteragao significativa nos paradmetros
de MOT, PROG e RAP analisados. Entretanto, com relagao aos valores de VAP, VSL, STR e LIN,
foram observados maiores valores para os tratamentos centrifugado (C) e filtrado (F) em relagéo ao
convencional. Estes resultados confirmam o fato de que a retirada do plasma seminal, melhora a
cinética espermatica independentemente do método utilizado. Em relagado aos valores de VCL,
BCF e ALH, o tratamento C foi maior que o N, mas o tratamento F n&o diferiu de C e N (Tabela 3).

Apesar de percebermos melhora consideravel na cinética espermatica dos tratamentos
centrifugado e filtrado em relacdo ao normal apds realizagdo do TTR, outros testes devem ser
feitos para avaliar a real viabilidade espermatica, bem como seu potencial de fertilidade, ja que foi
relatado que o teste de termorresisténcia ndo prediz confiavelmente a fertilidade do sémen de
touros (Vianna, 2009).

Sendo assim, podemos ver que houve uma melhora na cinética espermatica ao realizarmos
a separacgao do plasma seminal, em relagdo ao tratamento convencional, apds este passar pelo
processo de criopreservagao. Porém, ao compararmos o tratamento filtrado com o centrifugado
nao houve variagao consideravel entre eles, neste ambito. Outros testes relativos a integridade de
membrana e fertilidade devem ser feitos, para predizer se ha alguma diferenca significativa entre

os tratamentos de filtragem e centrifugagédo do plasma seminal de touros.
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Tabela 1. Média (+ desvio-padrdo) da motilidade total (MOT), motilidade progressiva (PROG) e pardmetros
da cinética espermatica (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, LIN e RAP) no sémen fresco

TRATAMENTOS

Sémen fresco N c =
MOT (%) 86,78+4,1° 83,43+4,1° 82,13+4,1°
PROG (%) 59,47+3,3° 59,52+3,3 @ 58,56+3,3 @
VAP (um/s) 109,53+2,8% 110,59+2,8% 112,02+2,8%
VSL (um/s) 83,08+2,3° 85,88+2,3° 86,75+2,3°
VCL (um/s) 192,13+5,1° 192,05+5,1 @ 197,78+5,1°
ALH (um) 7,76+0,2° 7,63+0,2° 7,94+0,2°

a a a
STR () T 43125" Tomnhe T Tae0"
LIN (%) 4517+1,7° 47,04+1,7° 45,69+1,7°
RAP (%) 85,52+4,0° 82,17+4,0° 81,08+4,0°

N: Convencional; C: Centrifugado; F: Filtrado; MOT: Motilidade Total; PROG: Motilidade Progressiva; VAP:
Velocidade de Trajeto; VSL: Velocidade Progressiva; VCL: Velocidade Curvilinear; ALH: Amplitude do
Deslocamento Lateral da Cabeca Espermatica; BCF: Freqiéncia de Batimentos; STR: Retilinearidade; LIN:
Linearidade; Rap: Velocidade Rapida. *Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa
(p<0,05). Mesma legenda para as Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Média (+ desvio padrdo) da motilidade total (MOT), motilidade progressiva (PROG) e parametros da
cinética espermatica (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, LIN e RAP) no sémen criopreservado pos-descongelagéo

TRATAMENTOS
Sémen criopreservado
N C F

MOT (%) 54,44+32° 54,27+3,2° 51,562+3,2 °
PROG (%) 41,47+2,6° 42,72+2,6° 42,19+2,6 2
VAP (um/s) 79,93+2,3° 84,68+2,3% 86,49+2,3 °
VSL (umis) 67.12+1.8° 71.25+1.8 74.49+1.8 "
VCL (um/s) 134,24+41° 140,17+4,1° 139,31+4,1°
ALH (um) 5,71+0,1° 5,81+0,1° 5,58+0,1°
BCF (Hz 32,240,9° 31,97+0,9° 33,76+0,9°
STR E%)) 84,22+2,0° 84,36+2,0° 86,05+2,0°
LIN (%) 52,58+1,4° 53,33+1,4° 55,44+1,4°
RAP (%) 49,66+3,2° 52,05+3,2° 49,5¢3,2°

Tabela 3. Média (+ desvio padrao) da motilidade total (MOT), motilidade progressiva (PROG) e parametros da

cinética espermatica (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, LIN e RAP) no sémen p6s TTR

TRATAMENTOS

Sémen pos TTR N c =

MOT (%) 38,83+3,2° 35,61+3,2° 36,05+3,2°
PROG (%) 30,94+2,6° 30,66+2,6 31,5+2,6°
VAP (um/s) 54,73+2,3° 63,64+2,3° 63,31+2,3°
VSL (umis) 47.73+1.8° 56.85+1.8" 57.29+1.8°
VCL (um/s) 90,13+4,1° 103,35+4,1° 100,95+4,1%
ALH (um) 3,98+0,16° 4,5+0,16 ° 4,28+0,16 *°
BCF (Hz) 26,97+0,92° 30,26+0,92° 29,46+0,92 *°
STR (%) 73,08+2,06° 89,3+2,06 ° 90,55+2,06 °
LIN (%) 46,11+1,43° 56,88+1,43" 58,25+1,43°
RAP (%) 35,63+3,2° 33,83+3,2° 34,27+3,2°
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Figura 1. Graficos das médias dos pardmetros de motilidade progresssiva (PROG, %), velocidade do trajeto
(VAP, pm/s), velocidade progressiva (VSL, um/s) e amplitude de deslocamento lateral da cabeca
espermatica (ALH, yum) em seus respectivos tratamentos (N, C e F) nos trés periodos analisados. 1: sémen
fresco convencional; 2: sémen fresco centrifugado; 3: sémen fresco filtrado; 4: sémen criopreservado
convencional; 5: sémen criopreservado centrifugado; 6: sémen criopreservado filtrado; 7: sémen pés TTR
convencional; 8: sémen pos TTR centrifugado; 9: sémen pos TTR filtrado.

4 CONCLUSAO

A retirada do plasma seminal interfere positivamente na cinética espermatica do sémen

bovino criopreservado, independentemente do método utilizado.
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