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COMPARACAO ENTRE DOIS METODOS DE REMOCAO DE PLASMA SEMINAL
NA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE BUFALOS (Bubalus bubalis)

RESUMO- A criopreservacao provoca injurias aos espermatozoides e necessita de
métodos que minimizem esses danos. Embora seja bastante discutida, a remocéao do
plasma seminal tornou-se uma alternativa para melhorar a qualidade e viabilidade
espermética apds a congelacdo e vem sendo utilizada em outras espécies na tentativa
de obter bons resultados. O objetivo deste estudo foi comparar a remocao do plasma
seminal de bubalinos tanto por filtragem (SpermkFilter®) quanto por centrifugacéo
sobre a qualidade do sémen descongelado de bufalos. Foram utilizados sete touros
da raca Murrah, os quais foram submetidos a colheita de sémen por vagina artificial
uma vez por semana. Os ejaculados foram diluidos com Botu-Bov® e fracionados em
aliguotas para confrontar trés técnicas antes da congelacdo: grupo C
(Criopreservacao convencional com plasma seminal), grupo CE (Criopreservacao
removendo o plasma seminal por centrifugacdo) e grupo F (Criopreservagao
removendo o plasma seminal por filtragem). O sémen fresco foi analisado quanto ao
volume, aspecto, cor, concentragcdo (camara de Neubauer), turbilhonamento,
motilidade progressiva, vigor e morfologia espermatica. No sémen descongelado,
foram avaliados a cinética espermatica pelo CASA, a integridade de membrana
plasmatica, acrossoma, potencial de membrana mitocondrial e quantificacdo de EROs
por citometria de fluxo e, adicionalmente, foi estimado o grau de peroxidacao lipidica
pela técnica de TBARS. Os resultados revelam que a remocéo de plasma seminal ndo
proporcionou aumento da velocidade espermatica, alteragcdo no potencial de
membrana mitocondrial e nem modificou o grau de peroxidacéo lipidica. Entretanto, a
presenca do plasma seminal (grupo controle) e a centrifugagdo provocou maiores
indices de lesbes na membrana plasméatica, quando estas apresentam o acrossoma
intacto (47,88+1,99% vs. 41,30+1,96%, respectivamente) em comparag¢ao ao grupo F
(40,45+2,01%; p<0,07). A lesdo em ambas as membranas (acrossomal e plasmatica)
foi mais evidente na filtragem (22,18+1,07) em relagéo ao grupo controle (15,23+1,06),
sendo que a centrifugacao néo diferiu entre os grupos (17,43+1,04; p<0,01). A EROs
foi mais evidente no grupo CE (56,68+4,53%) em relacdo ao grupo C e F
(21,83+4,60% vs. 20,96+4,7%, respectivamente; p<0,01). Portanto, as hipoteses de
que a remocao de plasma seminal melhoram a cinética espermatica e proporcionam
menores indices de lesbes ha membrana plasméatica ndo foram confirmadas. Embora
a filtragem tenha apresentado vantagem sobre a centrifugacdo gerando menor
guantidade de EROs, néo se justifica a remocao do plasma seminal em bufalos devido
aos resultados serem muito semelhantes ao grupo controle.

Palavras-chave: Bubalinos, ejaculado, centrifugacéo, filtragem, plasma seminal.



COMPARISON OF TWO METHODS OF REMOVAL SEMINAL PLASMA ON THE
CRYOPRESERVATION OF BUFFALO SPERM (Bubalus bubalis)

ABSTRACT - Cryopreservation promotes injury to sperm and methods to minimize
such damage are necessary. Although much discussed, removal of seminal plasma
that has been successfully used in other species has become an alternative for
improving sperm quality and viability after freezing. The aim of the present study was
compare to removal seminal plasma in buffalo both by filtering (SpermFilter®) and by
centrifugation on the quality frozen thawed buffalo semen. For this purpose, semen of
seven Murrah buffalo-bulls, which were submitted to semen collection by atrtificial
vagina once a week. The samples were diluted with Botu-Bov® and were fractionated
in aliquots to confront three techniques before freezing: C group (conventional
cryopreservation with seminal plasma), CE group (cryopreservation removing the
seminal plasma centrifuge) F group (Cryopreservation removing the seminal plasma
with Sperm Filter®). Fresh semen was analyzed for volume, appearance, color,
concentration (Neubauer chamber), gross motility, progressive motility, vigor and
sperm morphology. In the thawed sperm, sperm kinetics was evaluated by CASA,
plasma membrane and acrosomal integrity, mitochondrial membrane potential and
estimation of the levels of reactive oxygen species were assigned by flow cytometry
and was estimated degree of lipid peroxidation by TBARS technique. The results show
that the removal seminal plasma did not improve sperm Kkinetics, mitochondrial
membrane potential and does not modify the degree of lipid peroxidation.However, the
presence of seminal plasma (control group) and centrifugation resulted in higher rates
of injury to the plasma membrane, where they have an intact acrosome (47,88+1,99%
vs. 41,30£1,96%, respectively) compared to F group (40,45+£2,01%; p<0.07). The
damage in both membranes (acrosome and plasma) was more evident in filtering
(22,18+1,07) compared to the control group (15,23+1,06), and centrifugation did not
differ between groups (17,43+1,04; p<0.01). ROS production was more evident in the
CE group (56,68+4,53%) compared to the C and F group (21.83+4.60% vs.
20.96%4.7%, respectively; p<0.01). Therefore, removal seminal plasmais not beneficial
to sperm, as did not alter the sperm kinetics nor provided lower lesions rates in the
plasma membrane, although the filter has presented advantage over centrifugation as
generated lower amount of ROS, not justifies the use bothtechnique because the
results are very similar to those with seminal plasma.

Keywords: Buffalo, semen, centrifugation, filtering, seminal plasma.
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CAPITULO 1- Consideracdes gerais

1.1 Introducéo

A criacdo de bdfalos tornou-se uma atividade importante e estd se
desenvolvendo no pais como alternativa rentavel, uma vez que o bufalo se adapta
facilmente aos mais variados ecossistemas. Paralelamente a isso, a demanda por
alimentos como queijos e manteiga proporcionou o crescimento da producéo de leite
de bufalo, visto que o rendimento na fabricacédo dos derivados € maior em virtude dos
elevados teores de gordura e sélidos totais. A carne também é apreciada por conter
mais proteinas e minerais que a dos bovinos, além de possuir menores teores de
gordura, colesterol e calorias (MAPA, 2014).

Esse crescimento na bubalinocultura provoca aumento da necessidade por
animais selecionados e geneticamente capazes de alavancar a produtividade dos
rebanhos. Todavia, para esse incremento se tornar viavel, uma das alternativas mais
promissoras € a utilizacdo de biotécnicas aplicadas a reproducdo animal, como meio
disseminador de caracteristicas genéticas desejaveis a fim de melhorar a eficiéncia
reprodutiva e produtiva dos animais (OHASHI et al., 2003).

Entre essas biotécnicas, a Inseminacédo Atrtificial (IA) vem sendo empregada
pelos produtores, pois apresenta resultados satisfatorios de produtividade e ganho
genético, além da caracterizacao uniforme dos rebanhos (GARCIA et al., 2006). Esta
biotécnica proporciona a maximizacdo da utilizacdo do sémen, difundindo material
genético de boa qualidade dos melhores reprodutores (NUNES, 2004).

Para realizacdo da IA, torna-se necessario o dominio da congelacdo de
sémen. Por isso é imperativo para a conservacdo do ejaculado bubalino, amplos
conhecimentos acerca da fisiologia das células espermaticas, bem como sobre os
diferentes diluidores, crioprotetores e antimicrobianos usados durante as diferentes
fases do processamento do sémen, para que apés a descongelacéo se obtenha uma
boa taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides (SILVA et al., 2002).

Em contraponto ao avanco dos estudos em prol do desenvolvimento no
processo de congelacdo, ainda verificam-se alteracées significativas que

comprometem a estrutura e funcionamento das células, induzindo, também,



mudancas na capacitacdo espermatica e na reacdo acrossomal (GARNER et al.,
2001). Embora existam pesquisas sobre a criopreservacédo do sémen bubalino, ainda
existem lacunas do conhecimento sobre essa tematica, bem como muita divida em
relacdo aos melhores diluidores, crioprotetores e meétodos de congelacdo e
descongelacao para o sémen dessa espécie. Os espermatozoides geralmente sofrem
lesbes durante o processo de congelacdo, demonstrando a necessidade de
alternativas que promovam maior protecdo da célula durante esse processo,
mantendo sua viabilidade e capacidade de fertilizacdo (ZORZETTO, 2013).

Uma alternativa a ser estabelecida na tentativa de melhorar a qualidade dos
ejaculados dos bufalos, é a remocao do plasma seminal. Apesar de controvérsa, esta
metodologia vem sendo defendida por varios pesquisadores como forma de melhorar
as variaveis e a capacidade fertilizante dos espermatozoides (SHIVAJI; BHARGAVA,
1987; KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1998; WAY et al., 2000; BERGERON et al.,
2004; KARESKOSKI et al., 2008).

Por outro lado, existe outra vertente afirmando que a presenca do plasma
seminal é benéfica as células esperméticas, uma vez que os constituintes do plasma,
principalmente os antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, protegem o0s
espermatozoides contra a peroxidacgao lipidica provocada pela producéo de espécies
reativas ao oxigénio (EROs; MOORE et al., 2005; GUASTI et al., 2012) e, além disso,
ha ainda aqueles que adotam a readicdo desse composto apds a descongelacéo
(ANDRADE et al., 2011; MORRELL et al., 2014).

Geralmente a retirada do plasma seminal é feita pelo método de
centrifugacdo. O uso deste método é rotineiramente empregado em garanhdes e
suinos, porém pouco estudado em bovinos e outras espécies. Todavia, pesquisas
indicam que a centrifugacdo gera prejuizos na fertilizacdo, uma vez que pode
promover injurias aos espermatozoides (ECOT et al., 2005; KNOP et al., 2005; SIEME
et al., 2006).

Recentemente surgiu um dispositivo que pode ser um método alternativo a
centrifugacéo. Este dispositivo, o SpermFilter® (BotuPharma, Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil), retém os espermatozoides separando-os do plasma seminal e de bactérias
(SANCLER-SILVA et al., 2012; RAMIRES NETO et al., 2013b).



O fato € que em bufalos, os estudos referentes a viabilidade e funcionalidade
espermética quanto a presenca ou auséncia do plasma seminal dos ejaculados
submetidos a criopreservacdo sao escassos. Destarte, apresenta-se a seguir uma
revisdo acerca de importantes aspectos inerentes a criopreservacdo do sémen;
caracteristicas do sémen de bufalos, fatores que afetam a qualidade do sémen
criopreservado de bufalos; plasma seminal; remocdo de plasma seminal por
centrifugacéo e filtragem com SpermkFilter®; espécies reativas ao oxigénio e seus

impactos sobre a qualidade do sémen.

1.2. Revisao de literatura
1.2.1 Criopreservacédo do sémen

O objetivo de criopreservar sémen esta atrelado a obtencdo de um banco de
células espermaéticas destinadas ao uso de diversas biotécnicas de reproducéo animal
a fim de promover o melhoramento genético dos rebanhos (AMIRAT et al., 2004).
Além disso, a criopreservacgao visa manter a funcionalidade dos espermatozoides para
gue a fecundacao nao seja comprometida, visto que as variacdes de temperatura e
de osmolaridade provocam estresse significativo a estrutura das células espermaticas
(WATSON 1992; KOMMISRUD et al., 1996; HOLT, 2000; WATSON, 2000; RASUL et
al., 2001).

A sensibilidade ao choque térmico varia entre os individuos e dependera do
grau de maturacdo dos espermatozoides, da espécie em questédo e da composicao e
guantidade do plasma seminal, sendo determinada pelo contetido de colesterol e 0
grau de saturacéo dos acidos graxos (WATSON, 1995).

Os danos espermaticos estdo relacionados principalmente as lesGes nas
membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial alterando a viabilidade e as
concentracbes de Adenosina Trifosfato (ATP), afetando diretamente o potencial de
fertilidade (PAPA et al., 2000; JANUSKAUSKAS et al., 2003; BLESBOIS, 2007).

Lesbes provocadas pela variacdo de temperatura geralmente ocorrem entre
15°C a 5°C, reduzindo a motilidade e a atividade metabdlica (WATSON, 2000;
STORNELLI et al., 2005). J& a exposicdo dos espermatozoides as altas
concentracbes de solutos durante a criopreservacdo proporciona desidratacao

excessiva da célula e, consequentemente, alteragéo de funcionalidade (FAHY, 1980).



Isto ocorre devido ao desequilibrio causado pelas mudancas no gradiente osmético
entre 0s meios intra e extracelular (SQUIRES, 1999). Neste contexto, Morris e Clarke
(1987) descreveram efeitos e alteracdes como a formacdo de bolhas de gas que
geram danos mecanicos as membranas e ao citoesqueleto, a viscosidade elevada da
solucdo que implica em possiveis limitagdes no processo de difusdo, as mudancas no
pH que provocam desnaturacdo protéica e o contato direto entre células que
proporcionam danos nas membranas.

Geralmente, os espermatozoides apresentam danos na membrana plasmatica
e citoesqueleto, além do aumento da quantidade de calcio e potassio intracelular,
diminuic&o do pH e principalmente reducgéo da tolerancia diante do estresse osmdtico.
Estas modificacbes além de provocar danos subletais, diminuem a vida util dos
espermatozoides e comprometem a interacdo dessas células com o ambiente uterino
(PONS-REJRAJI; BAILEY; LECLERC, 2009).

Além disso, a criopreservacdo afeta a funcdo espermatica proporcionando
aumento da permeabilidade da membrana e contribuindo com a elevacdo da
guantidade de espécies reativas ao oxigénio. Os efeitos, muitas vezes, provocam
mudancas irreversiveis na estrutura da célula uma vez que os espermatozoides sdo
expostos a temperaturas muito baixas e ambientes com altas concentracdes de soluto
(MEDEIROS et al., 2002).

A reducao da motilidade e vigor espermatico € evidenciada nos ejaculados
submetidos a congelacédo. Watson et al. (1995) afirmam que os espermatozoides que
foram criopreservados apresentavam grandes cristais de gelo nas mitocondrias e
perdas de contetdo estrutural, possivelmente a producdo de ATP fica comprometida
com a criopreservacao, visto que as mudancas drasticas deste processo alteram o
transporte de prétons na membrana e fosforilagcdo oxidativa.

Tanto a membrana plasmatica quanto a acrossomal sofrem com as lesfes
provocadas pela rapida congelacéo, visto que a mudanca drastica de temperatura
acarreta estresse sobre a membrana decorrente das modificacdes de fase dos lipidios
da bicamada e alteragbes do estado funcional da membrana (AGCA; CRISTER,
2002).

As taxas de sobrevivéncia do sémen de bufalos submetidos a criopreservacao

apresentam ampla variagdo, cerca de 32,5% a 58,8% de espermatozoides de



bubalinos tornam-se inviaveis para a fertilizacdo (OBA et al., 1993). Resultados
semelhantes ja foram descritos por Silva et al. (2002), em que observaram 42,5% de
espermatozoides de bufalos incapazes de fecundar apos o processo de congelacao.
Portanto, alternativas que amenizem os efeitos deletérios provocados pela
congelacao sdo necessarias, além do mais, a aplicacao de biotécnicas da reproducéo
em bufalos, muitas vezes segue a mesma metodologia desenvolvida para bovinos
(OHASHI et al., 2003) e isto revela a necessidade de se determinar metodologias
espécie-especificas, considerando as particularidades anatdmicas e fisiologicas da
espécie bubalina (OBA et al., 1993).

1.2.2 Caracteristicas reprodutivas de touros bubalinos

Algumas caracteristicas do sistema genital masculino do bufalo sé&o
semelhantes ao bovino, a exemplo do preplcio que ndo € tdo pendular, o que
determina a auséncia da dobra triangular de pele na regido abdominal. Embora o pénis
seja semelhante ao do bovino, apresenta tamanho inferior, assim como os testiculos,
glandulas vesiculares e ampolas (FISHER; BODHIPAKSHA, 1992).

Diferentemente dos bovinos, o bufalo possui bolsa escrotal menos pendular e
destacada, apresentando o espaco inter-escrotal menor e limitado, o que remete a
falsa aparéncia de assimetria do 6rgdo uma vez que os testiculos podem se locomover
para o polo proximal ou caudal (OHASHI, 2002).

O comportamento sexual € menos intenso que os dos bovinos e a libido é
manifestada mais durante a noite, apds o pér do sol ou ainda de madrugada. O macho
se aproxima da fémea em busca do cheiro da vulva ou da urina, sendo que a monta
dura alguns segundos, o impulso ejaculatorio tem menos intensidade que o dos
bovinos (HAFEZ; JAINUDEEN; ROSINHA, 2004).

Os bufalos assim como 0s zebuinos apresentam desenvolvimento testicular
tardio quando comparados com racas taurinas. Até o0s 14 meses esse
desenvolvimento reprodutivo acontece gradualmente, a partir dos 18 meses a
atividade espermatogénica € acelerada e aos 24 meses 0s animais encontram-se
capazes de iniciar a vida reprodutiva, mesmo nao atingido o pleno desenvolvimento
testicular e reprodutivo (OHASHI, 1993).



O ciclo espermatogénico do bufalo dura em média 38 dias e a duragédo do
ciclo do epitélio seminifero € de aproximadamente oito dias e com 4,4 ciclos
consecutivos (SHARMA; GUPTA, 1980).

Ahmad et al. (2010) verificaram o estabelecimento da espermatogénese em
bdfalos com 1, 6, 12, 18 e 24 meses. Os autores notaram que no primeiro més de
idade os espacos intertubulares sdo mais largos que nos outros estagios de
desenvolvimento; ao sexto més ainda ndo havia formacédo do limen e os tubulos
seminiferos continham poucas células; com um ano de idade o corddo espermatico
aumentou de tamanho consideravelmente, a formacdo do limen foi iniciada e as
células de Leydig foram observadas em pequenos grupos nos espacos intertubulares.
Aos 18 meses, espermatides longas e arredonadas sdo encontradas e a formacéo do
[imen é finalizada; aos dois anos de idade o processo de espermatogénese é ativado
na maioria dos tubulos seminiferos e observa-se a presenca de grandes quantidades
de espermatides e espermatozoides maduros.

Em relacéo ao ejaculado, o sémen de bufalos com boa qualidade caracteriza-
se pela coloracéo branco-leitoso a acinzentada, o volume seminal varia de 1 a 3 mL
para touros jovens e 1 a 6 mL para touros adultos, a concentracdo espermatica entre
300 a 1.200 x 10° de células por mililitro, turbilhonamento e vigor minimo de 3 (escala
de 0 a 5), motilidade espermatica entre 60% e 80% e pH entre 6,5 e 7,2, sendo que o
método de colheita eleito € a vagina artificial (VALE, 2002).

Kiani et al. (2014) avaliaram as caracteristicas fisicas do sémen de bufalos no
Paquistao e observaram em touros adultos coloracdo branco-leitoso, volume seminal
de 3,9 mL, pH de 6,87, motilidade espermatica 76,5% e turbilhonamento de 3,83.
Enquanto que Garcia et al. (2010) notaram que o ejaculado de touros bubalinos
apresentavam 1,84 mL de volume seminal, 3,55 de turbilhonamento, 78,9% de
espermatozoides moveis, 4,07 de vigor espermatico e concentracdo espermatica de
1.140 x 106 celulas/mL.

1.2.3 Fatores que afetam a qualidade do sémen criopreservado de bufalos

Em bubalinos, os indices de sobrevivéncia espermatica ap0s a criopreservagao
sao relativamente menores em comparagao aos equinos e bovinos (SANSONE;
NASTRI; FABBROCINI, 2000; ANDRABI et al., 2009). Segundo Ansari et al. (2012), o



sémen de budfalo é formado por um sistema anti-estresse oxidativo composto por
enzimas, vitaminas e antioxidantes e, durante o processo de criopreservacdo, a
funcionalidade desse sistema torna-se incapaz de combater os danos provocados
pela congelacdo e descongelacdo, uma vez que as concentracdes de antioxidantes
naturais presentes no sémen sdo baixas e os niveis ainda diminuem durante a diluicdo
e 0 processo de criopreservacao (EL-SISY et al., 2007; KUMAR et al., 2011).

A queda do potencial fertilizante em bufalos pode ser atribuida a diversas
causas, muitas das quais desconhecidas ainda, porém uma delas esta atrelada aos
compostos bioguimicos presentes na membrana plasmatica, os quais influenciam
diretamente na instabilidade das membranas durante a criopreservagéo (RAIZADA et
al., 1990; ANDRABI et al., 2008).

Percebe-se que os espermatozoides bubalinos sdo mais susceptiveis aos
prejuizos provocados durante a congelacdo do que os de bovinos, uma vez que a
quantidade de fosfolipidios entre as espécies difere consideravelmente, como é o caso
da fosfatidilcolina e fosfatidiletalonamina, substancias que comp&em boa parte dos
lipidios da membrana plasmatica e exercem papel fundamental na protecédo dessas
células. Para se ter uma ideia, a fosfatidilcolina comp8e aproximadamente 66% dos
fosfolipideos encontrados na parte externa da membrana plasmatica dos
espermatozoides bubalinos e, em bovinos, essa quantidade reduz para 50%. Ja no
caso da fosfatidiletanolamina, a composicao da parte interna da membrana plasmatica
gira em torno de 23% enquanto que nos espermatozoides bovinos diminui para 10%
(PARKS; ARION; FOOTE, 1987; CHESHMEDJIEVA; DIMOV 1994).

Esses dois componentes abundantes na composi¢cdo da membrana plasmatica
possuem grande influéncia no metabolismo celular, porém durante o processo de
criopreservacdo estes fosfolipidios, que possuem cadeias de acidos graxos poli-
insaturados (AGPI), alteram a sua propria conformacdo devido a reducdo da
temperatura, invertendo as extremidades, ou seja, a camada externa passa a ser
hidrofébica e camada interna hidrofilica. Este rearranjo estrutural € transitério para
alguns fosfolipidios, entretanto, para a fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, esta
estrutura alterada permanece, ocasionando perdas irreparaveis devido ao aumento
da permeabilidade, o que provoca a desestabilizacdo da membrana por meio de

canais estabelecidos que permitem a entrada de ions e pequenas moléculas (PARKS;



GRAHAM 1992; VISHWANATH; SHANNON, 1995; WATSON, 1995). A composi¢ao
de fosfolipidios da membrana plasmatica do sémen de bufalos esta ilustrada na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo de fosfolipidios da membrana plasmatica de
espermatozoides de bufalos.

Fosfolipidios % Total de fosfolipidios

Fosfatidiletanolamina 22,9+1,6
Fosfatidilcolina 66,0+3,5
Fosfatidilserina 3,5+0,5
Fosfatidilinositol 2,5+0,4
Esfingomielina 8,0+1,9
Fosfatidilglicerol 4,7+0,6
Difosfatidilglicerol 5,0£0,9

Adaptado de Andrabi et al. (2009) e Cheshmedjieva & Dimov (1994).

Além disso, em bufalos, o contato da membrana plasmatica com AGPI é muito
maior em compara¢cao com os bovinos (CHESHMEDJIEVA; DIMOV 1994). O sémen
bubalino é rico em AGPI, como o acido araquidénico e o acido docosahexaendico.
Essa particularidade faz com que o sémen de bufalos apresente menor resisténcia
aos danos provocados pelo estresse oxidativo durante a criopreservacao (NAIR et al,
2006), diminuindo a motilidade e afetando a integridade da membrana plasmaética,
acrossomal e cromatina dos espermatozoides bubalinos (RASUL et al 2001; ANZAR
et al 2010).

Outro fator ligado a diminuicdo da capacidade fertilizante do sémen congelado
esta relacionado ao desencadeamento do processo de criocapacitacdo, o qual esta
estritamente associado a reducéo da longevidade e da capacidade de sobrevivéncia
dos espermatozoides criopreservados de bufalos no trato reprodutor feminino (KAUL
et al., 2001; KADIRVEL et al., 2009). Esse processo assemelha-se ao que ocorre



durante a capacitagdo propriamente dita, e promove reorganizacdo e aumento da
fluidez da membrana plasmatica e influxo de calcio para o interior da célula
(MAXWELL; JOHNSON, 1997; GREEN; WATSON, 2001; SCHEMBRI et al., 2002).

Segundo Cormier, Sirard e Bailey (1997), os espermatozoides criocapacitados
podem até sofrer a reacdo acrossémica e vir a fertilizar oocitos in vitro, porém estas
células séo incapazes de ligar ao epitélio da tuba uterina para que haja a formacao do
envoltorio espermatico. Desta forma, o tempo de sobrevivéncia do espermatozoide
criocapacitado no trato reprodutor feminino € reduzido drasticamente (ABAD et al.,
2006).

Além disso, durante a criopreservacdo as células espermaticas podem sofrer
apoptose devido a uma série de fatores tais como: mudancas na composicao lipidica
e na proporcéao de fosfolipidios da membrana plasmatica, alteracdo da arquitetura da
membrana mitocondrial, além da formacao excessiva ou inadequada de EROs, devido
a exposicdo a ambientes aerdbios durante a diluicdo, congelagdo e descongelacéo
levando a peroxidacao lipidica da membrana plasmatica ou até mesmo a disfuncao
mitocondrial (KHAN et al., 2009; KADIRVEL et al., 2012).

Esses fatores sao indicativos de que o sémen congelado de bufalos apresenta
menor congelabilidade quando comparado com bovinos, devido a maior
susceptibilidade as mudancas (MUER et al., 1988; ANDRABI et al., 2001; AHMAD et
al., 2003; SENATORE et al., 2004; KUMARESAN et al., 2005; KUMARESAN et al.,
2006; SHUKLA; MISRA, 2007; KADIRVEL et al., 2009), o que pode potencialmente
comprometer a fertilidade na espécie.

1.2.4 Plasma seminal

O plasma seminal é o produto das secre¢cfes produzidas pelo testiculo e
glandulas anexas, sendo liberado durante a ejaculacdo por meio das contracdes
uretrais e das glandulas sexuais acessorias (ampola do ducto deferente, prostata,
vesicula seminal e glandula bulbouretral; RESENDE et al., 2013).

Aspectos positivos nas funcdes espermaticas sado atribuidos ao plasma
seminal, como o auxilio na motilidade, atuagcdo como tampdo, fornecimento de
nutrientes e meio de transporte para os espermatozoides, além da capacitacéo
espermatica e funcéo antioxidante (MILLER et al., 1990; KILLIAN et al., 1993; BELLIN
et al., 1998).
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O volume e a composicao do fluido seminal apresenta variacdo quanto aos
individuos, aos ejaculados e até mesmo a estacdo do ano, além da propria
variabilidade evolutiva, o que determina as caracteristicas espécie-especificas (JOBIM
et al., 2004).

O plasma seminal bubalino contém frutose, acido citrico, acido ascoérbico, acido
lactico, lipideos, proteinas, minerais, antioxidantes, colesterol e outras substancias
que fornecem energia aos espermatozoides (AHMAD et al., 1996; ANDRABI et al.,
2009). Por motivo da escassez de meio intracelular do espermatozoide, esta grande
variedade de componentes do plasma seminal permite compensar a falta de
componentes no interior da célula (AITKEN; BAKER 2004).

Diversos estudos afirmam que algumas proteinas do plasma seminal de
bafalos, como é o caso das proteinas ligadoras a heparina, exercem um papel de
modulacdo das propriedades espermaticas, sendo predominantes em touros de alta
fertilidade, além de exercer um papel importante na protecdo aos espermatozoides
contra as crioinjurias provocadas pela criopreservacdo (ARANGASAMY et al., 2005;
KUMAR et al., 2008). As fracdes protéicas (24.5, 45 e 55 kDa) do plasma seminal de
bubalinos foram altamente correlacionadas com motilidade progressiva no sémen
fresco (r=0,50), viabilidade espermatica nos ejaculados descongelados (r=0,43) e
morfologia espermatica anormais (r=0,61), respectivamente (ASADPOUR et al.,
2007).

Alguns pesquisadores defendem a presenca do plasma seminal durante a
congelacao, uma vez que o célcio e 0 magnésio presente no plasma seminal exercem
papel fundamental na manutencdo da motilidade e viabilidade espermaética,
melhorando a qualidade do ejaculado possibilitando maior fertilidade do sémen
bubalino (EGHBALI et al., 2010).

Eghbali et al. (2010b) ao determinarem a quantidade de ferro e chumbo do
plasma seminal de bubalinos, perceberam que o ferro foi uma substancia importante
para a preservacdo espermatica, sendo altamente associado com motilidade
progressiva, turbilhonamento e viabilidade apos a ejaculacdo, mantendo as funcdes
espermaticas por mais tempo. Entretanto, o chumbo presente no plasma seminal

apresentou efeitos deletérios sobre as variaveis espermaticas como o volume seminal,
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motilidade, viabilidade, além de estar associado ao maior numero de células
morfologicamente anormais.

Da mesma forma, as enzimas presentes no plasma seminal de bubalinos
também séo fundamentais para os espermatozoides. Waheed et al. (2013) avaliaram
a guantidade de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD),
glutationa (GSH), glutationaperoxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST) e
verificaram altas atividades dessas enzimas no sémen que por sua vez influenciaram
positivamente na motilidade espermatica, diminuicdo do percentual de defeitos
esperméticos de cauda, além de conferirem boa protecdo aos espermatozoides contra
0 estresse oxidativo durante a congelagéo.

Para Ibrahim et al. (1981) a capacidade de conservacdo dos espermatozoides
depende da presenca do plasma seminal, uma vez que a viabilidade dos
espermatozoides bubalinos foi melhorada utilizando metade do volume normal do
plasma seminal. Segundo Sengupta, Singh e Rawal (1977), esta melhoria pode ser
devido a reducéao dos fatores inibitorios presentes no plasma.

Em virtude disso, alguns autores recomendam manter pequenas
concentracdes do plasma seminal apos a remocédo para que haja a manutencdo da
qualidade espermética, visto que a remocao completa prejudica a longevidade do
sémen (JASKO et al., 1992; LOOMIS, 2006). Andrade et al. (2011) testaram o efeito
da adicdo de plasma seminal autélogo e homélogo de garanhdes (proveniente de
outro animal com boa congelabilidade) e verificaram que a adicdo do plasma seminal
tanto autdélogo quanto homologo implicaram em um ndamero maior de células com a
membrana plasmatica e acrossomal integra avaliadas pela citometria de fluxo, além
disso concluiram que o plasma seminal reintroduzido no ejaculado possibilita aumento
na fertilidade espermatica, sendo uma importante técnica a ser implementada antes
da inseminacao em virtude da maior populacdo de células integras.

Morrell et al. (2012) em estudo conduzido em equinos, recomendaram adicionar
5 a 10% de plasma seminal para melhorar os resultados de fertilidade, porém essa
reintroducdo do plasma seminal deve ser feita momentos antes da inseminagao
artificial e ndo optar pelo armazenamento das amostras, pois desta forma aproveitaria
os efeitos benéficos transitorios que foram evidenciados do plasma seminal

relacionados a motilidade progressiva e evitaria que os efeitos adversos sobre a
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integridade da cromatina (mostrados na pesquisa) prejudicasse as células
espermaéticas.

Em contrapartida, alguns estudos em outras espécies demonstram efeitos
prejudiciais a viabilidade espermatica devido a presenca de plasma seminal (WAY et
al., 2000). Nota-se diminuicdo da habilidade de fertilizacdo (SHIVAJI; BHARGAVA
1987) e prejuizos no armazenamento do sémen bovino (MARTINUS et al., 1991) além
da acdo de fatores inibidores de motilidade, como € o caso da proteina Dineina
ATPase, relatada no plasma seminal humano (IWAMOTO; GAGNON 1988).

Zahn et al. (2006), em garanh®es, atribuiram a diminuicdo na motilidade dos
espermatozoides a presenca de enzimas especificas, como a lipase contida no
plasma seminal. Outro fator prejudicial é a presenca de BSP’s (Proteinas do Plasma
Seminal Bovino), as quais estimulam o efluxo de lipideos lesando a membrana dos
espermatozoides, quando estes se expuserem continuamente ao fluido (BERGERON
et al., 2004).

Harshan et al. (2009) detectaram pela primeira vez a presenca da proteina PDC
109 no plasma seminal de bufalos. Esta proteina € constituinte da familia das
proteinas do grupo FN-2, o mesmo grupo das proteinas BSP A1 e BSP Az do plasma
seminal bovino, pois apresentam composi¢do de aminoacidos muito semelhantes,
diferindo apenas no grau de glicosilacdo (KUMAR et al., 2008). Singh et al. (2014) em
sua pesquisa, afirmaram que a presenca da proteina PDC 109 no sémen bubalino foi
responsavel pela ma congelabilidade devido aos danos causados durante a
congelagéao.

Em outro estudo, Harshan et al. (2006) inseriram as proteinas de ligacdo a
heparina (HBP), também chamadas de BSP’s, no ejaculado de bufalos. Esta proteina
€ responsavel pelo processo de capacitacdo espermatica sendo produzida pelas
glandulas sexuais acessorias e eliminada no fluido seminal. Contudo, nesta pesquisa
0s espermatozoides foram retirados da cauda do epididimo, local onde a HBP nao
exerce agao. Os autores observaram queda na motilidade, viabilidade e na integridade
do acrossoma para 0s espermatozoides que receberam esta proteina.

Kumar et al. (2016) ao quantificarem e investigarem o papel da leptina do
plasma seminal de bufalos pela primeira vez, notaram que esta proteina revelou

correlagcbes altamente positivas com defeitos espermaticos (r=0,38) e graus de
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peroxidacdo lipidica da membrana (r=0,33) e baixa correlacdo em relacdo a
concentracdo espermatica (r=-0,34), sugerindo que concentracdes elevadas de
leptina interferem no processo de espermatogénese porém 0 seu mecanismo ainda
permanece desconhecido.

As alteracdes bioquimicas provocadas pelas ligacbes entre as proteinas do
plasma seminal com as da membrana dos espermatozoides alteram a permeabilidade
da membrana, causando injuria celular durante a congelacdo (KULKARNI et al.,
1996). Além disso, a desestabilizacdo da membrana plasmatica impede a reacdo do
acrossoma (KATSKA et al., 1996). Para Sahni et al. (1990), os efeitos da presenca de
fatores inibitorios no plasma seminal sdo mais acentuados no sémen de bufalos do

gue no sémen de bovinos.

1.2.5 Remocéo de plasma seminal por centrifugacéao

Uma estratégia para minimizar os efeitos danosos da congelacéo é a remocao
do plasma seminal antes da criopreservacédo, uma vez que grandes quantidades de
plasma seminal no ejaculado causam vulnerabilidade ao choque frio, devido ao
aumento da permeabilidade da membrana celular espermatica (TIBARY et al., 1990).

A retirada de plasma seminal do ejaculado geralmente é feita por centrifugacao.
Esta técnica tornou-se um método adequado em equinos e vem sendo estudada em
outras espécies, como forma de nivelar a variacdo de qualidade e quantidade dos
ejaculados (PAPA et al, 1998), além de concentrar amostras antes da
criopreservacao (RIJSSELAERE et al., 2002).

A centrifugacdo do sémen para remocao do plasma seminal na espécie equina
tornou-se um procedimento complementar para a refrigeragcdo dos ejaculados de
garanhdes, sendo implementada em programas de melhoramento genético nas
centrais de inseminacéo (WAITE et al., 2008)

O conhecimento a respeito da for¢ca de rotacdo e o tempo da centrifugacao
devem ser levados em consideracao para que bons resultados de congelabilidade do
sémen sejam mantidos, a fim de proporcionar aos espermatozoides maiores taxas de
sobrevivéncia com danos funcionais e estruturais reduzidos (DELLA’AQUA JUNIOR
et al., 2001). Velocidades de rotacdo elevadas induzem aderéncia dos

espermatozoides durante a formacédo do sedimento, por outro lado velocidades de
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rotacdo baixas resultam em taxas de recuperacdo espermatica reduzida e
espermatozoides de boa qualidade acabam passando para o sobrenadante sendo
descartados (WAITE et al., 2008; HOOGEWIJS et al., 2010).

Della’Aqua Junior et al. (2001) testaram diferentes protocolos de centrifugacéao
e concluiram que a velocidade e tempo ideais para submeter o sémen de equinos era
de 600x g durante 10 minutos, que por sua vez conferiram melhor qualidade ao
ejaculado com perdas minimizadas.

Embora seja aplicado o uso correto da centrifugacéo, as perdas nas taxas de
recuperacgao espermatica sao inevitaveis, atingindo cerca de 25% de espermatozoides
presentes no sobrenadante, além disso o pellet é constituido de um ndamero
significativo de espermatozoides mortos e com defeitos morfolégicos (LOOMIS, 2006).

Em bubalinos, Ahmad et al. (1996) relataram sobrevivéncia espermatica mais
prolongada quando as amostras foram submetidas a remocéo de plasma seminal por
centrifugacdo, em comparagdo aquelas com o plasma seminal presente. Por outro
lado, nos resultados de Avenell (1982) nao foi demonstrada melhoria na motilidade
apos a descongelacéo, utilizando a retirada de plasma seminal por centrifugacdo em
bufalos.

Um dos poucos estudos que avaliaram o efeito da remocao de plasma seminal
por centrifugacao sobre a taxa de prenhez em bufalas, Ahmad et al. (2000) concluiram
gue a técnica permitiu resultados superiores nas taxas de concepcédo (69.3%) em
comparac¢ao com o grupo controle com plasma seminal (53.8%; p<0,05). Ainda neste
estudo, um outro grupo foi criado para determinar os efeitos da centrifugacao sobre a
qualidade do sémen. As amostras do grupo eram centrifugadas e o plasma seminal
nao era descartado, os autores observaram que a taxa de concepcdao foi reduzida
drasticamente (38.2%) em relacdo aos outros grupos. Segundo os autores, isto foi
decorrente do efeito toxico provocado pelas enzimas alanina aminotransferase (ALT)
e aspartatoaminotransferase (AST), substancias que ja foram relacionadas como
causa de efeitos adversos nos espermatozoides, influenciando negativamente a
fertilidade e a taxa de sobrevivéncia espermatica (DHAMI, SHANI, 1993).

Ja no estudo de Goyal et al. (1996), ao promover a retirada do plasma seminal
de bubalinos por meio de centrifugacao (800x g por 10 minutos), observou-se que a
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centrifugagédo nao promoveu melhoria no sémen e os resultados foram semelhantes
ao grupo controle.

Em caprinos, a centrifugacdo (600x g por 10 minutos) ocasionou reducao
significativa da motilidade e vigor espermatico, patologias do acrossoma e defeitos de
cauda (VIANA et al., 2006). Todavia, em ovinos, a técnica ndo resultou em efeitos
deletérios sobre a qualidade dos espermatozoides ap0s a criopreservacdo (AHMED
et al., 2016).

Ja em suinos, a retirada do plasma seminal por centrifugacéo (800x g por 10
minutos) possibilitou aos espermatozoides reducado significativa da motilidade, do
percentual de acrossoma integro apos o teste de termo resisténcia (TTR) e percentual
de membrana plasmatica integra apos a descongelacdo (OHATA et al., 2001).

Campanholi (2016) centrifugou o sémen de touros bovinos e ndo observou
diferenga na maioria das caracteristicas de cinética espermatica analisadas no CASA.
Além disso, a técnica provocou alto percentual de células com a membrana plasmética
e acrossoma lesados (38,46%) em relacdo ao grupo controle (30,61%; p<0,0001),
porém nado foi eficiente nas taxas de desenvolvimento da producdo in vitro de
embrides.

Em equinos, outra técnica estd sendo realizada e consiste na utilizacdo da
centrifugacdo com fluido cushion, o qual permite por meio de suas propriedades
fisicas, elevar a taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides permitindo melhor
protecado contra o choque mecanico produzido pela centrifugacéo (BLISS et al., 2012).

Waite et al. (2008) relataram que o método foi util, pois a colheita do sémen foi
maximizada, recuperando maior numero de células, mantendo a qualidade
espermatica pos-centrifugacdo. Roach et al. (2016) utilizaram a centrifugacdo com
cushion em garanhdes e notaram que a técnica possibilitou valores superiores de
velocidade progressiva, maior taxa de recuperacao e menor descarte de fluidos.

Apesar destes relatos, outros estudos sdo indicativos de que a centrifugacao
provoca perdas irreversiveis aos espermatozoides devido ao chogue mecanico, tanto
na estrutura quanto na funcionalidade, influenciando nas taxas de fecundacéo (KNOP
et al., 2005; SIEME et al., 2006).
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1.2.6 Remocéo de plasma seminal por filtragem

Outra alternativa de separacédo do plasma seminal € a filtragem com o uso do
dispositivo SpermFilter® (BotuPharma, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). Este dispositivo
caracteriza-se por um filtro de membrana hidrofilica sintética com diametro de 12 cm
e poros medindo 2 um, 0s quais retém os espermatozoides, e possibilita a passagem
do plasma seminal e possiveis bactérias presentes no ejaculado. O filtro elimina a
necessidade do uso de centrifuga, tornando o processo menos lesivo aos
espermatozoides quando comparado com a centrifugacao (ALVARENGA et al., 2012).

O dispositivo € composto por um anel de plastico e pode receber até 50 mL de
sémen em seu interior para realizacao da filtragem. O sémen diluido é depositado na
membrana do filtro; em seguida movimentos rotacionais suaves séo realizados a fim
de separar o plasma seminal do ejaculado por meio de uma placa de petri medindo
em torno de 15 cm. O atrito entre a placa de petri e os poros da membrana permitem
a passagem de 90 a 95% do plasma seminal, enquanto os espermatozoides retidos
sdo ressuspendidos com diluidor na concentracdo espermatica pretendida.
Dependendo do volume a ser filtrado, esse processo de filtragem dura em torno de
cinco minutos (RAMIRES NETO et al., 2013b).

Alvarenga et al. (2010) mostraram pela primeira vez a eficacia do filtro e
relataram que ndo houve nenhum comprometimento da motilidade e viabilidade
espermatica em garanhdes de boa congelabilidade, mostrando que a técnica é (til,
especialmente em animais com pobre qualidade seminal.

Sancler-Silva et al., (2012) concluiram que a utilizacdo do SpermFilter®
associado com a administracdo de antibiéticos em diluidores de sémen controla o
crescimento bacteriano, reduzindo o risco de induzir endometrites em éguas. Outros
resultados recentes foram descritos por Ramires Neto et al. (2013b), os quais
obtiveram através do dispositivo, resultados de motilidade progressiva e integridade
de membrana plasmatica pos-descongelacdo semelhantes ao do plasma submetido
a centrifugacédo, ainda com discreta vantagem devido a menor taxa de perda de
espermatozoides.

Em outra pesquisa, Ramires Neto et al. (2013) perceberam que o plasma

seminal exerce efeito deletério aos espermatozoides provenientes de garanhdes com
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ma& congelabilidade e sensiveis ao processo de refrigeracdo, portanto, a retirada
desse composto melhorou a qualidade e viabilidade do sémen desses animais.

Roach et al. (2016) submeteram o sémen de garanhdes a remocao de plasma
com SpermFilter® e verificaram que a filtragem n&o proporcionou aumento na
motilidade total e motilidade progressiva, sendo semelhante ao grupo controle com
plasma seminal, além disso o percentual de células morfologicamente normais e a
taxa de recuperacao nao diferiram em comparagcao aos outros grupos.

CAMPANHOLI et al., (2013) em estudo conduzido em bovinos, nao
encontraram diferencas entre os métodos de centrifugacdo e filtragem. Porém, em
relacdo ao sémen do grupo controle (com plasma seminal) relataram menor
comprometimento das variaveis espermaticas.

Em outro estudo, Campanholi (2016) utilizaram o SpermFilter® para remoc¢ao
de plasma seminal em bovinos. Os resultados do grupo filtragem foram superiores ao
grupo controle em relacdo as caracteristicas de cinética espermatica (VAP, VSL, BCF,
STR e LIN) avaliados no CASA, porém a filtragem conferiu aumento no percentual de
células com a membrana plasmatica e acrossoma lesados (39,34%) em comparacao
com o controle (30,61%), além de proporcionar maior reducdo da populagdo com
membranas integras (18,04%) em comparacdo ao grupo com plasma seminal
(23,88%; p<0,0001). Por outro lado, a filtragem possibilitou menor producdo de
espécies reativas ao oxigénio (EROs) e na analise do potencial de fertilidade revelou-
se uma alternativa eficiente na producéo in vitro de embrides.

Em bufalos, nenhum estudo foi descrito até o momento utilizando o dispositivo
de filtragem, porém ja foram realizadas técnicas de remocao de plasma seminal por
meio da filtragem com gel Sephadex. Goyal et al. (1996) observaram aumento na
qualidade do sémen bubalino, elevando a taxa de sobrevivéncia dos
espermatozoides, além da motilidade progressiva e do nimero de espermatozoides
com 0 acrossoma intacto.

Outro estudo semelhante foi descrito por Ahmad et al. (2003), que por sua vez
utilizaram além da filtragem com gel Sephadex, troca ibnica na tentativa de
descontaminar e purificar ainda mais o0 processo, e obtiveram bons resultados em
relacdo ao grupo controle, sendo que a motilidade, a porcentagem de acrossoma

normal e a integridade de membrana plasmatica foi maior nos grupos filtrados, assim
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como as anormalidades da cabeca, peca intermediaria e cauda foram mais presentes
no grupo nao filtrado.

1.2.7 Espécies reativas ao oxigénio (EROs) e seus impactos sobre a

qualidade do sémen

Sado formadas como subprodutos durantes as reacdes enzimaticas de
sinalizacdo intra e extracelular. Consideradas como radicais livres, visto que
apresentam desemparelhamento de elétrons na sua Ultima camada, as EROs incluem
todos os radicais derivados do oxigénio presentes em todos os sistemas biologicos.
As que recebem maior importancia sdo o radical anion superoxido (O2’), a hidroxila
(OH), o perdxido de hidrogénio (H202) e o o6xido nitrico (NO7; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

O radical anion superoéxido (O2’) é formado pela adicdo de um elétron a partir
da molécula de oxigénio, caracterizado por ndo apresentar alta reatividade uma vez
que nao € capaz de penetrar em membranas lipidicas. Considerado um produto
primério de formacgéo de EROs, o Oz é responsavel pela produgéo de H202 ap6s uma
reacao de dismutase (NORDBERG; ARNER, 2001).

O peréxido de hidrogénio (H202) embora nédo seja considerado um radical livre
merece destaque, pois é capaz de penetrar as membranas bioldgicas, sendo
altamente prejudicial visto que apresenta longa acédo, alterando as concentracdes
intracelulares de ATP, influenciando na queda de motilidade esperméatica
(ARMSTRONG et al., 1999).

O radical hidroxila (OH") é formado a partir de uma reacao catalisadora entre
os ions metais Fe?* e Cu*, caracterizado por apresentar alta reatividade, tornando-se
grande responsavel pelos danos causados aos sistemas biolégicos (HALLIWELL,
1991).

Ja o anion oxido nitrico (NO") ndo é considerado prejudicial, jA que ndo reage
com a maioria das moléculas biolégicas. Porém, caso seja produzido em larga escala
associado com o anion superoxido, ocorre a formagédo do peroxidonitrito (OONO"),
molécula altamente citotoxica (NORDBERG; ARNER, 2001).
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O desequilibrio na proporcao entre esses radicais livres e antioxidantes resulta
no estresse oxidativo provocado durante a criopreservacao de sémen, que por sua
vez € um dos fatores que contribuem significativamente para a reducao da fertilidade.
Este desbalanco altera a fisiologia do espermatozoide, podendo gerar danos
esperméticos irreversiveis, deformidades estruturais e infertiidade (BANSAL;
BILASPURI, 2011).

Altas concentracfes de EROs séo prejudiciais as células espermaticas pois
ocasionam diversos danos tais como fosforilacdo axonemal insuficiente, peroxidacao
lipidica, além da reducdo de motilidade e da viabilidade espermética. Entretanto,
algumas evidéncias ja foram comprovadas que baixas e controladas concentracfes
de EROs podem ser benéficas ao espermatozoide, uma vez que essas estruturas
exercem papel fundamental durante os processos fisioldégicos de capacitacdo, reacéo
acrossomal e fertilizacdo, influenciando positivamente na capacidade fertilizante
(BANSAL; BILASPURI, 2011).

Kumar et al. (2011) detectaram no sémen de bufalos diminuicdo de motilidade,
viabilidade e integridade de membrana plasmatica associadas a producédo de EROs,
além disso verificaram reducdo na quantidade de antioxidantes totais e perda
consideravel da integridade do DNA, ressaltando que danos ao DNA estdo altamente
associados ao estresse oxidativo provocado durante a criopreservacgao.

As células esperméticas sédo altamente sensiveis aos danos provocados pelas
EROs, uma vez que as concentracdes elevadas de acidos graxos poli-insaturados
presentes na membrana plasmatica e a baixa quantidade de antioxidantes naturais
sdo fatores que contribuem para menor protecdo contra a peroxidacao lipidica
(SANSONE et al., 2000; ANDRABI et al., 2009).

A peroxidacéo lipidica que ocorre nos AGPI por conta da excessiva produgao
de EROs causa diminui¢cédo da fluidez e aumento da rigidez da membrana plasmatica,
gerando produtos de degradacdo decorrentes deste processo, a exemplo do
malondialdeido (MDA). Estes metabdlitos séo responsaveis pela inibicdo de varias
enzimas, diminuicdo de motilidade e viabilidade espermatica, incluindo a funcgéo
mitocondrial (OLIVEIRA, 2003).

Os espermatozoides mortos e com morfologia alterada séo fontes de

producdode EROs por meio de uma reagdo catalisadora do aminoacido oxidase
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(SARIOZKAN et al., 2009), assim como leucdcitos, mais especificamente macréfagos
e neutrofilos, que tem sido associados com a producdo excessiva de EROs (SALEH
et al.,, 2002). Segundo Rhemrev et al. (2001), a formacdo de EROs pelos
espermatozoides mortos e anormais morfologicamente é decorrente da inativacdo dos
sistemas antioxidantes das células.

Outro aspecto relacionado a producao excessiva de EROs por espermatozoide
morfologicamente anormais esta atrelada aos defeitos de gota citoplasmatica
(AITKEN, WST, BUCKINGHAM, 1994). Nichi et al. (2007) verificaram que
espermatozoides provenientes do epididimo, 0s quais apresentavam gota
citoplasmatica proximal possuiam maior susceptibilidade ao estresse oxidativo
quando comparados com o0s espermatozoides com gota citoplasméatica distal

(caracteristica fisica considerada normal em células do epididimo).
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1.3 HipoGteses

1. A remocéao de plasma seminal melhora as caracteristicas de movimento
espermatico.

2. Os métodos de centrifugacado e filtragem conferem menores indices de
lesbes na membrana plasmatica e no acrossoma, além de influenciar
positivamente o potencial de membrana mitocondrial.

3. A filtragem € menos lesiva aos espermatozoides de bufalos do que a
centrifugacédo, reduz a geracdo de espécies reativas ao oxigénio, causa
menos estresse oxidativo as células espermaticas e diminui o grau de

peroxidacao lipidica no sémen de bubalino criopreservado.
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1.4. Objetivos

1.4.10bjetivo geral

Objetiva-se com o presente trabalho comparar a eficacia de duas técnicas de
remocdo do plasma seminal (centrifugacdo e filtragem) frente & criopreservacao
convencional (com plasma seminal), sobre as caracteristicas funcionais e de cinética

dos espermatozoides de bufalos.

1.4.2 Objetivos especificos

= Verificar se a remoc¢ao do plasma seminal provoca menos danos ao
espermatozoides e melhora a qualidade do sémen de bufalos.
= Comparar os métodos de remocao do plasma seminal por filtragem e
centrifugacéo sobre:
- As caracteristicas de cinética espermatica apls a
descongelacdo por analise computadorizada (CASA); a
integridade da membrana plasmatica e acrossomal; potencial
de membrana mitocondrial; producdo de EROs por citometria
de fluxo; e sobre o grau de peroxidacéo lipidica pela técnica

de TBARS apoés a descongelacdo do sémen.
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi averiguar a qualidade do sémen de bufalos
submetidos a dois métodos de remocao de plasma seminal (filtragem e centrifugacao).
Foram utilizados sete touros da raca Murrah submetidos a colheitas de sémen uma
vez por semana durante oito semanas, totalizando 141 amostras. Cada ejaculado foi
dividido em trés grupos: C (Controle: presenca de plasma seminal), CE
(Centrifugacao) e F (Filtragem). Foi avaliada a cinética espermatica pelo sistema de
analise computadorizada de motilidade espermatica (CASA); a integridade da
membrana plasmatica e acrossomal, o potencial da membrana mitocondrial e a
estimativa das espécies reativas ao oxigénio (EROs) foram avaliadas pela citometria
de fluxo; e a peroxidacao lipidica pela técnica de espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Foi observado que a remocdo do plasma seminal nao
melhorou as variaveis de movimentacao espermatica em relacao ao grupo controle. A
presenca de plasma seminal (grupo C) foi responsavel pelo maior grau de injarias a
membrana plasmatica (47,88+1,99) quando comparados ao grupo F (40,45+2,01) e
CE néo diferiu entre os grupos (41,30+1,96; p<0,07). CE resultou em maior nimero
de células com lesBes na membrana acrossomal (0,77+0,05) em comparacdo ao F
(0,28+0,06) e C nédo diferiu entre os grupos (0,34+0,06; p<0,03). A filtragem
proporcionou maiores indices de lesbes em ambas as membranas plasmatica e
acrossomal (22,18+1,07; p<0,01). Nenhuma diferenca foi observada no potencial de
membrana mitocondrial entre os grupos. Entretanto, a producéo de EROs foi maior no
grupo CE em relacdo aos grupos C e F, embora ndo tenham sido detectadas
diferencas na analise TBARS. Portanto, a remocao de plasma seminal ndo promoveu

melhoria na qualidade do sémen descongelado de bufalos em relacdo ao grupo
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controle, tanto na cinética espermatica quanto na integridade de membrana, potencial

mitocondrial e peroxidacao lipidica.

Palavras-chave: Bufalo, sémen, plasma seminal, centrifugacéo, SpermFilter.

1. Introducéao

Os espermatozoides de bufalos sdo mais susceptiveis ao processo de
criopreservacdo quando comparados aos de bovinos, interferindo diretamente no
potencial de fertilidade [1,2]. Esta constatacdo € explicada pela diminuicdo da
capacidade dos espermatozoides bubalinos em prevenir danos causados durante a
criopreservacao devido a presenca de fatores bioquimicos especificos [3], tais como:
diferenca na composicéao lipidica da membrana plasmaética [4] e presenca de proteinas
constituintes do plasma seminal [5,6].

Embora o plasma seminal de bubalinos contenha diversas substancias
benéficas aos espermatozoides [7], algumas proteinas presentes neste composto sao
responsaveis pela alteracdo na permeabilidade da membrana, reduzindo a qualidade
espermatica apds a descongelacéo [8]. Adicionalmente, ja foi demonstrado que os
efeitos da presenca de fatores inibitérios no plasma seminal sdo mais acentuados no
sémen de bufalos que de outras espécies [9,10], uma vez que as concentracfes de
antioxidantes naturais presentes no sémen dos bufalos sdo baixas e diminuem ainda
mais durante a diluicio e o processo de criopreservagédo [11,12].

A remocéao do plasma seminal vem se tornando uma opg¢ao a ser estabelecida
para tentar melhorar a qualidade do sémen. Apesar de controversa, esta técnica vem
sendo defendida por varios pesquisadores como forma de melhorar as variaveis e a

capacidade fertilizante dos espermatozoides de diversas espécies, como em bufalos
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[13], bovinos [14,15], ovinos [16] e equinos [17]. Em garanhdes, por exemplo, a
retirada do plasma seminal é realizada rotineiramente pelo método de centrifugacao,
devido ao grande volume de plasma seminal caracteristico desses animais, todavia
em outras espécies este método tem sido pouco estudado e adotado. Entretanto,
alguns pesquisadores relatam efeitos deletérios da centrifugacdo sobre a qualidade
espermatica, principalmente sobre a motilidade, devido ao dano provocado pela forca
mecanica durante a centrifugacao [18,19,20,21].

Uma alternativa a centrifugacao, € a filtragem do plasma seminal com o uso do
dispositivo SpermFilter® (BotuPharma, Botucatu, Brasil), uma vez que por eliminar a
necessidade de centrifugacéo, torna o processo menos lesivo aos espermatozoides
[22]. Em equinos, seu uso tem sido reportado com resultados de motilidade total,
morfologia espermatica e taxa de recuperacdo de espermatozoides semelhantes a
técnica de centrifugacéo, tornando-se uma opcédo em laboratorios ou fazendas que
nao possuam uma centrifuga para realizacao do procedimento [23].

Todavia, em bdfalos, os estudos referentes a viabilidade e funcionalidade
espermatica quanto a presenca ou auséncia do plasma seminal nos ejaculados
submetidos a criopreservacao sdo escassos, sendo que a técnica de filtragem ainda
ndo foi relatada na espécie, assim como seu efeito sobre os espermatozoides.
Portanto, no presente trabalho foi testada a hipétese de que a remocao de plasma
seminal por filtragem melhora a qualidade do sémen criopreservado em bufalos
causando menos danos ao espermatozoide que o processo de centrifugacdo. Para
tanto, as técnicas de centrifugacéo e filtragem foram comparadas em relacéo ao grupo
sem remocgao de plasma seminal, sendo avaliadas caracteristicas funcionais e

cinéticas dos espermatozoides.
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2. Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria, UNESP, Jaboticabal, em 07

de Julho de 2014 sob o protocolo n° 12072/14.
2.1 Colheita e processamento do sémen in natura

Sete touros bubalinos da raca Murrah foram submetidos a colheita de sémen
por vagina artificial uma vez por semana, com variacéo de cinco a oito ejaculados por
touro. ApOs a colheita, os ejaculados foram avaliados macro e microscopicamente
quanto a: volume, cor, aspecto, concentracdo espermatica, turbilhonamento,
motilidade progressiva, vigor e morfologia espermatica. As colheitas foram realizadas
nos meses de fevereiro a abril de 2015, na Central de Biotecnologia da Reproducéao
Animal (CEBRAN/UFPA), localizada no municipio de Castanhal, PA, Brasil (1° 18" 18"
S and 47° 56’ 36" W). O local apresenta clima tropical mido com temperatura média
em torno de 26°C, precipitacdo pluviométrica anual entre 2300 e 2800 mm e mensal
de 67 a 399 mm [24].

Os ejaculados eram avaliados por analise subjetiva e considerados aptos a
criopreservagao, quando apresentavam valores de motilidade (=70%), vigor (23),
concentracdo espermatica (300-1200x108/ml), espermatozoides morfologicamente
normais (270%), conforme estabelecido para sémen de bufalos pelo Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal [25]. A técnica de coloragcédo supravital com eosina-nigrosina
foi utilizada para avaliar a integridade de membrana plasmatica (IMP) do sémen
fresco, em que 200 células foram analisadas por amostra e os resultados mostrados

em porcentagem de células com membrana plasmatica intacta [26]. A morfologia



114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

43

espermatica foi avaliada com solucdo de formol-salina tamponada, sendo contados
200 espermatozoides por amostra e classificados em defeitos maiores (DMa) e
menores (DMe), os quais somados corresponderam aos defeitos totais (DT) [27]. As
variaveis do sémen fresco estdo na Tabela 1.

Cada ejaculado foi diluido na proporgcéao 1:3 (sémen:diluidor) com diluidor a
base de gema de ovo e glicerol (Botu-Bov®; Botupharma, Botucatu, Brasil), sendo
divididos em trés grupos: C (Controle - com plasma seminal presente), e outros dois
grupos sem plasma seminal, CE (Centrifugacgéo) e F (Filtragem). Para as amostras do
grupo C, o sémen foi diluido de modo convencional para a concentragcdo de 30 x 10°
espermatozoides/dose com diluidor Botu-Bov®. Para as amostras do grupo CE, o
sémen foi colocado em tubos Falcon de 15 ml e centrifugados (Damon-lec HN-SII
LabCentrifuge) a 600x g por 10 minutos em temperatura ambiente [28]. Para retirada
do plasma seminal, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com
Botu-Bov® na mesma concentracdo do grupo C. Para as amostras do grupo F, o
sémen foi filtrado utilizando o SpermFilter® e o diluidor Botu-Bov®. Em seguida, o
sémen foi adicionado a membrana do filtro e movimentos rotacionais suaves foram
realizados sobre uma placa de petri. Os espermatozoides retidos no filtro foram

ressuspendidos com Botu-Bov® na mesma concentragdo do grupo C [29].
2.2 Criopreservagéo do sémen

O sémen dos trés grupos foi envasado em palhetas estéreis de 0,25 ml. Em
seguida, sob temperatura ambiente as palhetas eram colocadas em um refrigerador
(MiniTub®) com temperatura controlada a 4 °C durante 4 horas, apresentando curva

de resfriamento de 3 °C/min até a estabilizacdo a 4°C. Apos este periodo, as palhetas
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foram distribuidas em grades teladas e dispostas numa caixa isotérmica com 2,5 cm
de nitrogénio liquido, mantidas a 3,5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido por 20
minutos, sendo a curva de congelacdo -20 °C/min até a palhetas atingirem -153°C
[30]. Posteriormente, as palhetas foram imersas diretamente no nitrogénio liquido,
colocadas em racks, identificadas e entdo conservadas em container criogénico a -
196 °C até o momento da realizacdo das analises pos-descongelacao.

Para a realizacdo das analises seguintes, as amostras foram descongeladas
da mesma forma para os trés gruposem banho-maria a 37°C por 30 segundos,

utilizando pool de duas palhetas para a execucao das analises.

2.3 Andlise computadorizada da motilidade espermética

As amostras foram avaliadas pelo sistema de andlise computadorizada da
motilidade espermatica (CASA), utilizando o aparelho Hamilton Thorne (Versao 14,
Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, EUA). Para tanto, 10 pyl de sémen de cada
grupo foram colocados na camara de leitura de Makler (Makler Counting Chamber®,
Sefi-Medical Instruments Itd., Haifa, Israel), previamente aquecida a 38°C. As anélises
do movimento espermatico foram realizadas pelo programa Animal Motility, sendo
feita a escolha automética e padronizada de cinco campos de leitura. As
caracteristicas de movimento espermatico analisadas foram: percentual de motilidade
total (MOT), percentual de motilidade progressiva (PROG), percentual de
espermatozoides rapidos (RAP), velocidade do trajeto (VAP; em um/s), velocidade
progressiva (VSL; em um/s), velocidade curvilinear (VCL; em um/s), deslocamento
lateral da cabeca (ALH; em pm), frequéncia de batimento flagelar (BCF; em Hz),

percentual deretilinearidade do movimento (STR) e percentual de linearidade (LIN).
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O set up do equipamento foi previamente ajustado da seguinte forma: frames
por segundo: 60 Hz; tamanho minimo da célula: 6 pixels; contraste de células em
relacdo ao campo: 60 pixels; contraste de células imoveis: 60 pixels; referéncia de
velocidade média da trajetéria (VAP): <40 um/s; referéncia de velocidade baixa da
trajetoria (VAP): <30 um/s; referéncia de velocidade baixa (VSL): <20 um/s;

Retilinearidade (STR): 60%; magnificacdo 1,89; temperatura 38°C.
2.4 Andlises funcionais espermaticas

Apbs a criopreservacdo, foram realizados quatro testes funcionais nos
espermatozoides.

A integridade de membrana plasmatica e acrossomal, o potencial de
membrana mitocondrial e a quantidade das espécies reativas de oxigénio foram
avaliados por citometria de fluxo (BD LSR Fortessa; Becton Dickinson, Mountain View,
CA, USA), equipado com lasers: azul 488-nm, 100 mW,; vermelho 640-nm, 40 mW e
violeta 405-nm, 100 mW. Em cada amostra, 10.000 células espermaticas foram
analisadas numa taxa de 800 eventos/s. O corante Hoechst 33342 (100 mg/ml) foi
adicionado para garantir que os debris celulares e outras particulas fossem excluidos
das analises. Os dados foram avaliados pelo programa do mesmo fabricante BD
FACSDiva software 6.1.

A estimativa da peroxidacéo lipidica foi analisada por espectrofotometria (UV—
vis Spectrophotometer Ultrospec 3300 Pro; Biochrom Ltd., Cambridge, UK) com

comprimento de onda de 532 nm.
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2.4.1 Avaliacéo da integridade de membrana plasmatica e acrossoma

As sondas de iodeto de propidio (PI; P4170, Sigma Aldrich), Aglutinina de
Pisum sativum, associada ao isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA, L0770, Sigma
Aldrich) e Hoechst 33342 (H342; 14533, Sigma Aldrich) foram utilizadas. Assim, em
uma amostra de 200 pl de sémen descongelado e diluido em meio TALP na
concentracdo de 10x108 espermatozoides/ml foram adicionados 50 pl de H342 (100
pg/ml), 20 pl de PI (50 pg/ml) e 0.25 pyl de FITC-PSA (2 upg/ml), e entdo
homogeneizadas, incubadas por 15 minutos a 37°C e analisadas por citometria de
fluxo [31].

Nesta avaliacdo, foram estimados os valores percentuais de quatro
subpopulacdes de espermatozoides de acordo com a positividade-negatividade das
sondas: membrana plasmatica lesada e acrossoma integro (MPLAI), membrana
plasmatica e acrossoma lesado (MPAL), membrana plasmatica e acrossoma integro

(MPAI) e membrana plasmética integra e acrossoma lesado (MPIAL).

2.4.2 Avaliacéo do potencial da membrana mitocondrial

Para detectar o potencial mitocondrial, as sondas iodeto 5, 5, 6, 6’, tetracloro-
1, 1’, 3, 3’ - tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1; Sigma-Aldrich) e H342 foram
utilizadas. Em cada amostra de 300 pl de sémen descongelado e diluido em TALP na
concentracdo de 10x10% espermatozoides/ml foi adicionado 10 pl de JC-1 e 50 pl de
H342, homogeneizadas, incubadas por 15 minutos a 37°C ao abrigo da luz e entdo
analisadas por citometria de fluxo [32]. Foram identificadas duas subpopulacdes: alto

potencial mitocondrial (HPM) e baixo potencial mitocondrial (LPM).
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2.4.3 Espécies reativas ao oxigénio

A sonda 5-(-6)-carboxi-2,7-diclorodihidrofluoresceindiacetato (D6883; carboxi-
H2DCFDA; Molecular Probes) foi utilizada conforme Guthrie e Welch [33] para
quantificar as espécies reativas de oxigénio (ROS). Em 500 pl de sémen
descongelado e diluido em TALP na concentracédo de 1 x 10° espermatozoides/ml foi
adicionado 0.5 ul da sonda DCFDA (20 uM), 50 pl de PI (50 ug/ml) e 50 pl de H342
(100 ug/ml). As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 25°C por 60 minutos.
Nesta andlise, foram observadas duas subpopulacdes: células totais com ROS

positivo (CT ROS+) e células integras com ROS positivo (Cl ROS+).
2.5 Determinacgédo da peroxidagao lipidica induzida

A técnica foi realizada por meio da reacdo de duas moléculas de acido
tiobarbitirico com uma molécula de malondialdeido, sob condicdes de alta
temperatura e baixo pH; o composto de coloracdo résea formado por esta reacéo é
mensurado em espectrofotometro. As mensuragdes foram baseadas na metodologia
primeiramente descrita por Ohkawa et al. [34].

A peroxidacéo lipidica foi provocada por meio da inducao pelo sistema sulfato
de ferro e &cido ascorbico, que por sua vez o primeiro acelera a quebra de
hidroperéxidos propagando a reacdo em cadeia da peroxidacao lipidica, conhecida
como reacao de Fenton, na qual o acido ascérbico é responsavel pela reducdo do
Fe?* para Fe®* e, na presenca do ferro, atua como intermediario na formacéo de
radicais OH"[35].

Apoés a descongelacao das palhetas, em cada amostra de 200 uyl de sémen

foram adicionados 1600 ul de PBS para centrifugacéo (Centrifuga Eppendorf 5804R)
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a 800x g durante 10 minutos. Posteriormente, retirou-se o0 sobrenadante e repetiu-se
novamente o processo com adigao de mais 1600 ul de PBS e posterior centrifugacgao,
para efetuar a lavagem completa da amostra e promover a remocao completa do
diluidor. Em seguida, foram acrescentados 50 ul de Sulfato (4 mM) de Ferro e 50 pl
de Vitamina C (20 mM) para incubacao por 90 minutos a 37°C. ApOs isto, foram
colocados 600 pl de uma solucéo 10% de Acido Tricloroacético (TCA; Sigma T 9159)
gelado e centrifugados a 18.000x g durante 10 minutos, para que ocorresse a
precipitacdo das proteinas, entdo foram retirados 800 pl de sobrenadante para
posterior leitura.

No momento da leitura foram adicionados 500 pl de Acido Tiobarbiturico 1%
(TBA; Sigma T 5500) dissolvidos em hidroxido de sédio 0,05N (NaOH; Sigma S 8045)
e as aliguotas contendo essa mistura foram incubadas em banho fervente a 100°C
por 15 minutos para que ocorresse a reacao de peroxidacao lipidica. Logo apds, as
amostras foram resfriadas em gelo (0°C) para paralisar a rea¢do. Posteriormente, 0s
TBARS foram quantificados em espectofotdmetroe os resultados foram comparados

com uma curva padréo, feita previamente com malondialdeido (Sigma 10,838-3) [36].
2.6 Analise Estatistica

As variaveis espermaticas obtidas pelo CASA e pela citometria de fluxo foram
avaliadas empregando o PROC GLM (SAS Inst., Inc., Cary, NC), ap6s terem sido
feitas a analise e adequacéo da normalidade da distribuicdo e homocedasticidade. No
modelo de analise foram incluidos os efeitos de tratamento (fixo) e touro (aleatorio). A
descricéo dos dados foi expressa como médiaterro padrdo e/ou em porcentagens. As
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05 e quando 0.05<p<0.10

foram designadas como tendéncia.



250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

49

3. Resultados

Os resultados das variaveis espermaticas avaliadas pelo CASA estédo
mostrados na Tabela 2. Foi observado apds a descongelacdo que ndo houve
diferenca (p>0,05) entre os grupos com relacao as variaveis MOT, PROG, RAP, STR
e LIN. Entretanto, o grupo CE foi superior (p<0,05) ao grupo F com relacdo as
caracteristicas VAP, VSL, VCL e ALH, sendo que o grupo controle, com plasma
seminal, ndo diferiu em comparacdo com 0s outros grupos. A variavel BCF apresentou
maior valor no grupo F (p<0,01) em comparacao ao grupo CE, entretanto nao diferindo
do grupo C.

Com relacéo as fungbes espermaticas analisadas por citometria de fluxo apos
a descongelacéo, foi observado que ndao houve alteracdo (p>0,05) entre 0s grupos
com relacdo a quantidade de espermatozoides com as membranas plasmatica e
acrossoma integras (MPAI). Porém, no grupo C foram verificados os maiores indices
de lesdes na membrana plasmatica e acrossoma integro (MPLAI) em relacdo ao grupo
F, sendo que a centrifugacédo nao diferiu entre os grupos. Por outro lado, maiores
porcentagens (p<0,01) de células com lesGes em ambas as membranas (MPAL) foi
encontrada no grupo F em comparacao ao grupo controle, porém néo houve diferenca
em relacdo ao grupo CE. Adicionalmente, o grupo CE provocou aumento de células
com lesdo no acrossoma e membrana plasmatica integra (MPIAL) em relagcédo ao
grupo F, e o grupo C nao diferiu entre os grupos (0,34+0,06).

A remocao de plasma seminal tanto por centrifugacdo quanto por filtragem
nao possibilitou aumento no potencial de membrana mitocondrial (p>0,05) em relagéo

ao grupo controle. Porém, a centrifugacéo foi capaz de produzir maiores quantidades
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(p<0,01) de espécies reativas ao oxigénio em comparacdo a filtragem e grupo
controle.

Apesar disto, a centrifugacao e a filtragem nao provocaram aumento no grau
de peroxidacao lipidica, uma vez que ndo houve diferenca entre os grupos quanto a

concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

4. Discussao

Embora a influéncia do plasma seminal sobre os espermatozoides venha
sendo discutida ha anos, os reais efeitos ainda ndo sdo totalmente conhecidos,
gerando, inclusive muita controvérsa em muitas espécies. Isso € claramente
percebido quando alguns estudos realizados em bufalos [37,38,39,40] indicam que o
plasma seminal é benéfico a célula espermética, possibilitando melhores resultados
quanto a viabilidade e a qualidade do sémen, influenciando positivamente a funcao
espermética e a capacidade fertilizante. Por outro lado, a atuacdo deste fluido é
questionada durante a criopreservacdo devido a atuacdo de fatores inibitérios que
agem sobre a membrana plasmatica estimulando o efluxo de colesterol e
fosfolipideos, que por sua vez pode lesar a membrana dos espermatozoides [41]. O
presente estudo é o primeiro relato dos efeitos da remoc¢édo do plasma seminal por
fitragem comparada a centrifugacdo em bubalinos.

No presente estudo, de modo geral foram obtidos bons resultados de cinética
espermatica, sendo superiores a alguns estudos realizados em bufalos [42,43,44] e
semelhantes a pesquisas em outras espécies tais como em equinos [45] e bovinos
[46]. Segundo Love et al. [47] a motilidade esperméatica é maior nas amostras com o
plasma seminal removido, o que nao foi verificado no presente estudo visto que nao

houve diferenca entre as variaveis MOT, PROG, RAP.
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A remocdo de plasma seminal por centrifugacdo possibilitou maiores
velocidades espermaticas (VAP, VCL, VSL e ALH) em relacéo a filtragem, porém néo
diferiu em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, a variavel BCF, que representa o
vigor das células espermaticas [48], foi maior na filtragem. Valores elevados de VCL
e ALH estdo positivamente correlacionados com a taxa de fertilizacao [49], entretanto
a avaliacdo dessas variaveis isoladamente ndo é suficiente para predizer o real
potencial de fertilidade do sémen [50]. Esses resultados séo divergentes daqueles
obtidos por Ahmad et al. [1] que obtiveram valores de motilidade espermatica,
avaliados em microscopia de contraste de fase, maiores no grupo com auséncia de
plasma seminal. Porém nesse estudo, diferentemente desta pesquisa, 0s autores
removeram plasma seminal por meio da filtragem com gel Sephadex.

Em outras espécies, como 0s equinos [51], os resultados obtidos também
foram distintos daqueles observados nos bufalos do presente estudo, uma vez que
ndo foram encontradas diferencas entre as variaveis avaliadas pelo CASA apos a
remocdo de plasma seminal tanto pela centrifugacéo quanto por filtragem. Porém ao
submeterem 0s animais sensiveis ao processo de criopreservacdo a utilizacdo da
técnica de remocéao de plasma tanto por centrifugacéo quanto pela filtragem, notaram
que os resultados das variaveis de movimentacado espermatica foram superiores para
0S grupos que removeram o plasma seminal. No presente estudo, ndo foi possivel
submeter a remocao do plasma seminal, os animais considerados maus congeladores
uma vez que foi realizado uma selecéo dos ejaculados, na qual somente os ejaculados
gue continham variaveis seminais minimas estabelecidos eram destinados aos grupos

e ao processo de criopreservacao.
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Um estudo avaliando a longevidade, morfologia espermatica e taxa de
recuperacao [23], mostrou que a técnica de centrifugacdo com cushion foi superior na
motilidade progressiva em relacédo a filtragem com SpermFilter® e este ultimo ndo
interferiu na quantidade de células normais nem no percentual de espermatozoides
recuperados. Resultados semelhantes foram encontrados no presente estudo
relacionados a motilidade utilizando a centrifugacao, porém divergiram na técnica de
filtragem uma vez que foram observadas maiores lesées nas membranas realizando
este procedimento.

As maiores lesdes de membrana plasméatica obtidas no grupo C e CE,
permitem inferir que, possivelmente os constituintes do plasma seminal em contato
com a membrana podem causar aumento na permeabilidade, tornando-a mais
vulneravel a possiveis danos provocados pela criopreservacao [52,53]. Quanto ao
método de centrifugacédo (grupo CE), os danos a membrana plasmatica podem ser
decorrentes do choque mecénico, constatacdo esta, ja anteriormente descrita por
Hoogewijs et al. [54] que notaram diminui¢éo no percentual de células com membrana
intacta apos igual procedimento. A lesdo acrossomal também foi mais evidente nas
amostras de sémen submetidas a centrifugacédo. Neste caso, a membrana plasmatica
permanece intacta, mas o acrossoma apresenta-se lesionado, e isto pode ocorrer
guando o processo de reacdo acrossomal se inicia precocemente. Em pesquisa
realizada em humanos, foi detectado que 0s espermatozoides se tornaram mais
responsivos a esse processo quando o plasma seminal foi removido [55].

A técnica de filtragem revelou maiores injurias quando as lesGes afetaram
ambas as membrans (MPAL). Ressalta-se que, esta técnica foi desenvolvida para a

espécie equina, sendo comprovada sua eficacia em garanhdes [22,56]. Inferéncias
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podem ser feitas devido as diferentes caracteristicas seminais entre bufalos e
garanhdes, o que pode ter contribuido para os diferentes resultados obtidos no
presente estudo. Todavia, as raz0es para este efeito permanecem ainda
desconhecidas.

A remocdo do plasma seminal ndo interferiu no potencial de membrana
mitocondrial. No presente trabalho, foi observado que a porcentagem do numero de
células com alto potencial mitocondrial (HMP) foi menor que a quantidade de células
com baixo potencial mitocondrial (LMP) apds a criopreservacao, o que corrobora com
outros relatos em bufalos [57,58]. A atividade mitocondrial possui intensa relagdo com
valores elevados de BCF e isto proporciona alta capacidade de migracdo e penetracéo
do espermatozoide no muco cervical, interferindo no potencial de fertilidade
[48,59,60]. No entanto, nao foi verificado neste estudo a influéncia de BCF sobre a
atividade mitocondrial, visto que a filtragem apresentou valores superiores de BCF
porém isto ndo refletiu na populacdo de espermatozoides com alto potencial
mitocondrial pois ndo houve diferenca entre os grupos.

O sémen de bufalos apresenta uma particularidade distinta em relagdo a
outras espécies quanto a quantidade de acidos graxos poli-insaturados. Segundo
Kadirvel et al. [61] os espermatozoides bubalinos detém grande concentracdo desse
componente na cauda, o que possibilita aumento na atividade flagelar espermatica
por meio do fornecimento de fosfolipidios, fonte de energia principal da fosforilagéo
oxidativa das mitocondrias. O numero de células com alto potencial mitocondrial deste
estudo reafirma esta hipotese de que os bufalos podem apresentar uma aceleragao
na atividade flagelar, uma vez que os valores de HMP foram superiores a outras

pesquisas realizadas em bovinos [62] e equinos [63].
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Em relacdo a producao intracelular de espécies reativas ao oxigénio, foi
verificada maior porcentagem de células reagidas no grupo CE em relacéo aos outros
grupos, demonstrando que a centrifugacdo aumenta os niveis de EROs independente
da forca ou tempo em que as amostras permanecem na centrifuga [64]. Esses
resultados corroboram com a pesquisa feita por Guimaraes et al. [65] que observaram
maiores concentracbes de EROs em amostras de sémen bovino submetidas a
centrifugacdo em gradiente de densidade continuo de Percoll. Resultados
semelhantes sdo encontrados no sémen humano, no qual necessita-se utilizar a
técnica de centrifugacdo para selecionar espermatozoides mais velozes, porém é
evidenciado o aumento da quantidade de EROs apds o procedimento [64].

Um dos fatores que podem aumentar a susceptibilidade do sémen bubalino
ao estresse oxidativo é a presenca acentuada de acidos graxos poli-insaturados. Se
por um lado beneficiam a movimentacdo dos espermatozoides bubalinos, por outro a
grande quantidade deste componente prejudica a célula esperméatica, uma vez que a
criopreservacdo acelera a producdo de EROs, diminuindo a viabilidade apés a
congelacéo [66,67].

Na literatura é reportado que altas concentracdes de EROs induzem maiores
injurias aos espermatozoides tais como: diminuicdo da motilidade [68], maiores
indices de lesdo nas membranas espermaticas [69] e reducdo da atividade
mitocondrial [70]. Todavia, é importante ressaltar que a producdo de EROs em
concentracoes fisiologicas € benéfica aos espermatozoides, uma vez que atuam como
mediadores das fungcbes espermaticas demonstrando exercer papel essencial nos
processos de capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal, influenciando

positivamente na capacidade fertilizante [71,72]. Apesar da maior producao de EROs
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observada no presente estudo para o grupo CE, ndo foi notado aumento da
peroxidacao lipidica ap6s a criopreservacdo quando foi retirado o plasma seminal,
independente da técnica utilizada (centrifugacéo ou filtragem). E possivel que este
aumento de EROs tenha sido provocado pela forca mecanica da centrifugacdo e néo
pela auséncia de plasma seminal. Além disso, 0 aumento da quantidade de EROs no
grupo CE ndo foi suficiente para gerar injurias a membrana das células espermaticas,
conforme o resultado obtido por TBARS que ndo mostrou diferenca entre os grupos,
uma vez que CE apresentou valores de cinética espermatica, integridade de
membrana e potencial mitocondrial semelhantes ao grupo com plasma seminal.

Ao mensurar a peroxidacdo lipidica pela concentracdo de malondialdeido
(MDA) no sémen descongelado de bufalos, Kadirvel et al. [73] ndo observaram
correlacdo entre integridade do acrossoma e peroxidacéo lipidica, afirmando que os
danos no acrossoma sao independentes da quantidade de EROs e peroxidacao
lipidica, visto que a causa da peroxidacao lipidica esta mais relacionada a reducao da
atividade de enzimas antioxidantes do que o proprio aumento da permeabilidade da
membrana durante o processo de criopreservacao. Isto explica os achados com
nenhuma diferenca entre os grupos em relacéo a peroxidacao lipidica, embora tenham
sido encontrados resultados diferentes entre os grupos em relacao a integridade das

membranas.
5. Conclusdes

A hipétese de que a remocao do plasma seminal provoca menos danos aos
espermatozoides e melhora a qualidade do sémen de bufalos nao foi confirmada, pois
a remocéo do plasma seminal ndo melhorou as variaveis de cinética espermatica e

nem reduziu os indices de lesdes nas membranas plasmatica e acrossomal.
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Do mesmo modo nao se confirmou a hipétese que a filtragem seja menos
lesiva as células que a centrifugacdo. Embora o método de filtragem apresente
vantagens sobre a centrifugacdo, uma vez que proporcionou menor producdo de
EROs, néo justifica sua utilizacdo no sémen de bufalos devido aos semelhantes
resultados obtidos frente a ndo remocédo do plasma seminal. Mais estudos sao
necessarios para avaliar esta metodologia quanto ao potencial de fertilidade in vitro e

in vivo.
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647 Tabelal

648  Caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen fresco de bufalos (Bubalus bubalis).

Grupos
Variaveis Controle Centrifugacdo Filtragem Média P value
(n=47) (n=47) (n=47) Geral
Vol - - - 2,517 -
Turb - - - 3,74+0,6 -
IMP - - - 71,6+5,6 -
DMe - - - 15,948,3 -
DMa - - - 4,3+2,7 -
DT - - - 20,2+4.9
Conc 920,9+60,2 957,3+60,2 959,4+60,2 - 0,89
Mot 77,8+0,7 77,8+0,7 77,6+0,7 - 0,97
Vig 3,74+0,06 3,74+0,06 3,72+0,06 - 0,96

649  Vol: volume (ml), Turb: motilidade massal (0-5), IMP (Integridade de membrana plasmética), DMe
650 (defeitos menores), DMa (defeitos maiores), DT: defeitos totais, Conc: concentragédo espermatica (x108
651 sptz/ml), Mot: motilidade progressiva (%), Vig: vigor (%).
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Tabela 2
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Média + erro padrdo da analise computadorizada da cinética espermatica (CASA) do

sémen de bufalos submetidos a duas técnicas distintas de remocédo do plasma

seminal (centrifugacao x filtragem).

Grupos
Variaveis Controle Centrifugacéo Filtragem P value
(n=47) (n=47) (n=47)
MOT (%) 69,57+2,03 71,92+2,01 66,44+2,01 0,16
PROG (%) 59,97+1,83 61,13+1,83 57,09+1,85 0,28
RAP (%) 67,17+2,04 69,28+2,04 63,42+2,06 0,12
VAP (um/s) 93,15+1,15%  96,65+1,15%  90,73+1,17° <0,01
VSL (um/s) 78,76+0,912 80,33+0,912 76,87+0,92° 0,02
VCL (um/s) 137,3942,19%®  144,01+2,212  133,35%2,22° <0,01
ALH (um) 5,64+0,102° 5,960,102 5,60+0,10° 0,02
BCF (Hz) 17,80+0,302 16,67+0,30P 18,59+0,312 <0,01
STR (%) 85,25+0,50 83,72+0,50 85,16+0,51 0,06
LIN (%) 61,52+0,67 59,87+0,67 61,56+0,68 0,13

ab|_etras diferentes na mesma linha indicam valores diferentes (P < 0,05)
Abreviacdes: MOT, motilidade total; PROG, motilidade progressiva; RAP, velocidade rapida; VAP,
velocidade média da trajetéria; VSL, velocidade linear; VCL, velocidade curvilinear; ALH, amplitude do

deslocamento lateral da cabeca espermética; BCF,

retilinearidade; LIN, linearidade.

frequéncia de batimento caudal,

STR,
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Tabela 3
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Média + erro padrdo da integridade de membrana plasmética e acrossomal, potencial

de membrana mitocondrial, producéo de espécies reativas ao oxigénio analisadas por

citometria de fluxoe peroxidacéo lipidica mensurada por TBARS do sémen de bufalos

submetido a duas técnicas distintas de remocé&o do plasma seminal (centrifugacdo x

filtragem).
Grupos
Variaveis (%) C CE F Pvalue

Controle Centriugacgédo Filtragem

(n=47) (n=47) (n=47)
MPLAI 47,88+1,992 41,30+1,962° 40,45+2,01° 0,07
MPAL 15,23+1,06° 17,43+1,04% 22,18+1,072 <0,01
MPAI 33,74+2,09 37,91+2,06 32,02+2,11 0,19
MPIAL 0,34+0,062° 0,77+0,052 0,28+0,06" 0,03
HMP 35,46%2,23 39,51+2,20 33,42+2,26 0,14
LMP 61,63+2,51 57,90+2,47 61,53+2,54 0,70
CI ROS+ 21,83+4,60° 56,68+4,532 20,96+4,7° <0,01
CT ROS+ 17,94+3,46P 35,50+3,412 16,07+3,50° <0,01
TBARS (ng/ml) 342,41+29,60 342,68+361,16 290,09+22,11 0,60

ab| etras diferentes na mesma linha indicam valores diferentes (P < 0,05); 0,05 < p < 0,10 foi
considerado como tendéncia.
MPLAI: membrana plasmatica lesada e acrossomal integra; MPAL: membrana plasmatica e
acrossomal lesada; MPAI: membrana plasmatica e acrossomal integra; MPIAL: membrana plasmatica
integra e acrossomal lesada; HMP: alto potencial mitocondrial; LMP: baixo potencial mitocondrial; Cl
ROS+: células integras positivas a producéo de ROS; CT ROS+: células totais positivas a produgédo de

ROS.
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SPERM TALP

Agua destilada gsp
KCI
MgCl2 6H20
NaH2POa4 H20
NacCl
Piruvato de sodio
CaCl2 2H20
Lactato de sodio
HEPES
NaHCOs3

Gentamicina

500 mL
0,932 ¢
0,085g
0,025¢g
2,100g
0,055¢
0,145g
1,550mL
1,1909g
1,050g
0,250mL




