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Resumo

Durante o resfriamento de sémen canino, o contato do plasma seminal por longo periodo com os
espermatozoides pode afetar negativamente a composi¢do da membrana plasmatica e reduzir a capacidade de
fecundacdo. A centrifugacdo para remogdo do plasma também pode ter influéncia negativa sobre célula
espermatica, devido a danos celulares fisicos, remogdo de fatores inibidores da capacitacdo e aumento na
producdo de radicais livres. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da remocéao de
plasma seminal por centrifugacéo na qualidade de sémen canino submetido a resfriamento. Foram coletados
19 ejaculados de caninos higidos. Cada ejaculado foi avaliado quanto a qualidade espermatica e dividido em
dois tratamentos: 1) ndo-centrifugado: diluicdo e armazenamento sob resfriamento; 2) centrifugado: diluicéo,
centrifugacdo a 600 x g por 15 minutos, descarte de sobrenadante, ressuspensdo do pellet com diluente e
armazenamento sob resfriamento a 5°C por 48h. As amostras foram avaliadas quanto a motilidade, vigor,
integridade de membrana e morfologia, as 24h e 48h de resfriamento. Os dados foram avaliados por estatistica
descritiva, ANOVA e a comparagdo entre médias pelo teste de Tukey. Foi verificada diferenca significativa
(p<0.05) quanto a motilidade as 24h (ndo-centrifugado 70,2+3,9% e centrifugado 61,943,3%); as 48h
(59,5+3,9% e 47,6+4,7%, respectivamente) e as 24h quanto a defeitos espermaticos (11,4+0,7% e 14,7+1,2%,
respectivamente). Como resultado, as amostras de sémen canino ndo submetidas a remogao do plasma seminal
por centrifugacdo apresentaram maior média de motilidade e morfologia normal durante o resfriamento a 5°C
por 48h.
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Abstract

During semen cooled storage, the long-term exposure to seminal plasma can negatively influence plasma
membrane composition and reduce fertilization capacity of spermatozoa. Seminal plasma removal by
centrifugation can also have a negative effect in the sperm cell, due to physical damage, removal of inhibition
capacitation factors and arise in free radicals’ production. Therefore, the aim of this experiment was to evaluate
the influence of seminal plasma removal by centrifugation in sperm quality of dog semen submitted to cooling
storage. Nineteen ejaculates (n=19) were collected from healthy dogs. Each ejaculate was evaluated regarding
sperm quality and splitted in two treatments: 1) non-centrifugated: diluted and submitted to cooled storage; 2)
centrifugated: diluted, centrifugated at 600 x g for 15 minutes, supernatant discarded, pellet resuspension with
extender and submitted to cooled storage at 5°C for 48h. Sperm samples were evaluated regarding motility,
vigor, membrane integrity and morphology at 24 and 48h of cooled storage. Data was evaluated with
descriptive statistic, ANOVA and comparisons between means with Tukey test. Significant difference (p <
0.05) was observed in motility at 24h (non-centrifugated 70.2+3.9% and centrifugated 61.9£3.3%), at 48h
(59.5£3.9% and 47.6+4.7%, respectively) and regarding morphological defects at 24h (11.4+0.7% and
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14.7+1.2%, respectively). Canine semen samples which were not submitted to seminal plasma removal by
centrifugation presented higher motility and normal morphology during cooled storage at 5°C for 48h.

Keywords: chilled; mechanical effect; prostate; sperm fraction; prostatic fraction.

Introducéo

O sémen canino é composto pela fracdo
espermatica, rica em espermatozoides, e a fracao
prostatica, contendo plasma seminal produzido
pela prostata. Durante a ejaculacdo, o canino emite
1) fracdo prostatica; 2) fracdo espermaética e 3)
fracdo prostatica, respectivamente (Johnston et al.,
2001).

Durante a coleta de sémen canino,
principalmente quando o profissional ainda néo
estd habituado a coletar aquele determinado
reprodutor, frequentemente coleta-se as fragOes
espermatica e prostatica juntas. Durante o
resfriamento de sémen, o contato do plasma
seminal com espermatozoides por longo periodo
pode afetar a qualidade espermatica.

A composi¢do bioquimica do fluido seminal
apresenta grande variabilidade e, dentre outros
fatores, resulta em resultados divergentes na
literatura quando ao efeito da manutencdo do
plasma seminal junto com o0s espermatozoides
(Love et al., 2010). Em caninos, England e Allen
(1992) relataram que ap6s 6 horas de incubagao de
sémen a 37°C, o percentual de células
morfologicamente integras era maior nos
tratamentos somente com a 2° fracdo do ejaculado,
guando comparado aos tratamentos adicionados da
1° e 3° fragcdo. Em suinos, Kawano et al. (2004)
sugeriram que o plasma seminal contém fatores
gue modificam o espermatozoide, sendo que a
incubacdo dos espermatozoides com plasma antes
do congelamento reduz a congelabilidade e a
capacidade de penetracdo no od6cito apos
descongelamento. Estudos sugerem que o plasma
seminal afeta a capacidade de fertilizacdo devido a
modificagbes na membrana do espermatozoide,
atuando por exemplo, reduzindo ou aumentando a
quantidade de colesterol da membrana plasmatica
(Gasset et al., 2000).

Por outro lado, a centrifugacdo € um método
fisico que auxilia na remocéo da maioria do plasma
seminal, embora também seja controverso seu
efeito sobre a qualidade da célula espermatica nas
diferentes espécies. Cunha e Lopes (2009)
afirmaram que o uso de centrifugacdo para a
retirada do plasma seminal ndo induziu efeito
negativo sobre os parametros de qualidade
espermatica em caninos. Em contrapartida, a

centrifugacéo ndo é considerada um procedimento
totalmente indcuo a célula, podendo resultar em
danos celulares fisicos, remogdo de fatores
inibidores da capacitagdo e prostaglandinas
(Carrell et al., 1998), assim como reducdo da
motilidade (Sharma et al., 1997). A centrifugacéo
também pode induzir a capacitacdo espermatica de
forma prematura e desnecessaria, reduzindo o
periodo de vida util dos espermatozoides. Além
disso, a centrifugacdo pode aumentar a producédo de
radicais livres, que causam alteracdes nas fungdes
da membrana, induzindo a peroxidagéo lipidica
(Prakash et al., 1998). Também ¢é importante
lembrar que durante a centrifugag&o e ressuspensdo
do pellet, um percentual de células sera perdido,
reduzindo a concentracao total de espermatozoides.

A qualidade espermatica em equinos pode
ser afetada tanto pelo contato prolongado dos
espermatozoides com o plasma seminal, 0 que
ocorre em ejaculados somente adicionados de
diluente e criopreservados (Jasko et al., 1992;
Monteiro et al., 2019), quanto pela centrifugacédo
para remogao de plasma (Sieme et al., 2003), o que
ocorre em  ejaculados centrifugados, re-
suspendidos em diluente e resfriados. No entanto,
a retirada total do plasma também ndo é
recomendada, considerando que este fluido exerce
fungdes sobre o metabolismo espermético e
processo de fecundagdo, como: ativacdo da
motilidade, acdo antimicrobiana, neutralizacdo dos
metabdlitos espermaticos, protecdo contra a
acrosina por meio de inibidores de proteases e
mediador da capacitacdo espermatica (Elzanaty et
al., 2002; Troedsson et al., 2005).

Tanto o efeito da centrifugacdo como a
manutencdo dos espermatozoides em contato com
plasma seminal sdo considerados controversos na
literatura, podendo ambos procedimentos afetar o
espermatozoide. Diante disso, 0 objetivo deste
experimento foi avaliar a influéncia da remogé&o de
plasma seminal por centrifugacdo na qualidade de
sémen canino submetido a resfriamento por 48
horas a 5°C.

Material e Métodos

Foram coletados 19 ejaculados (n=19),
provenientes de 10 caninos higidos, de multiplas
ragas, adultos (acima de 2 anos de idade),
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residentes em Boa Vista, Roraima. Todos o0s
animais eram alimentados com racgdo comercial,
duas vezes ao dia. Cada animal foi coletado duas
vezes com intervalo minimo de uma semana,
exceto um que foi coletado somente uma vez.

Os ejaculados foram coletados pela técnica
de manipulacdo digital (Johnston et al., 2001),
incluindo  primeira e  segunda  fracdo.
Imediatamente apos a coleta de cada individuo, o
sémen foi avaliado quanto aos critérios
macroscopicos, incluindo coloragdo, odor, aspecto
e volume; e  microscépicos, incluindo
concentracdo, motilidade, vigor, integridade de
membrana plasmatica e morfologia, em
microscopio 6tico (BX 41 Olympus América, Inc,
S8o Paulo, SP, Brasil), de forma subjetiva. A
metodologia empregada foi de acordo com a
descrita pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo
Animal (CBRA, 2013). As amostras foram
analisadas sempre pelo mesmo avaliador.

A contagem das células espermaticas foi
realizada com auxilio de cAmara de Neubauer, ap6s
diluicdo de 10 pL de sémen em 190 pL de &gua.
Uma aliquota de 10 pL de sémen foi colocada em
uma lamina e recoberta por laminula e aquecidas
para avaliagdo de motilidade (0-100%) e vigor (1-
5). Para realizagdo do teste hiposmético, que
investiga a integridade de membrana, 10 pL de
sémen foi adicionado de 20 pL de agua destilada e
incubado a 37°C em banho-maria por 20 minutos.
Apbs este periodo, 100 células foram classificadas
com membrana funcional (cauda enrolada) e
membrana afuncional (cauda reta). As alteracfes
morfoldgicas foram avaliadas através da adigdo de
10 pL de eosina-nigrosina (Sigma-Aldrich®) em
10 pL de sémen, disposto entre lamina e laminula,
sendo contabilizadas 100 células espermaticas e
classificadas quanto a defeitos maiores: peca
intermedidria anormal, cabeca anormal, gota
citoplasméatica proximal e cauda fortemente
enrolada, e defeitos menores: cabega isolada
anormal, gota citoplasmatica distal e cauda
dobrada.

O diluente de resfriamento a base de leite
desnatado (Kenney et al., 1975) foi adicionado a
amostra até concentracdo final de 25x10°
espermatozoides/mL. Em seguida, a amostra foi
dividida em dois tratamentos (Figura 1):

1) Nao-centrifugado: armazenamento sob

resfriamento.

2) Centrifugado: centrifugacdo a 600 x g

por 15 minutos, descarte de
sobrenadante, ressuspensdo do pellet

com diluente de resfriamento e
armazenamento sob resfriamento.

As amostras foram mantidas dentro de
eppendorfs, sob resfriamento em geladeira a 5°C.
A avaliacdo microscopica foi realizada as 24h e
48h de resfriamento, apds agquecimento de uma
aliquota de 300 pL por 5 minutos em banho-maria
a 37°C. Os parametros avaliados foram 0s mesmos
descritos: motilidade, vigor, integridade de
membrana plasmatica e morfologia.

As variaveis foram distribuidas de acordo
com teste de normalidade Shapiro—Wilk. Os dados
foram avaliados por estatistica descritiva, ANOVA
e a comparacdo entre médias pelo teste de Tukey.
Foi utilizado o programa computacional Statistix 9
(Statistix. Statistix 9 for Windows; Analytical
Software, Tallahassee, FL). O nivel de
significancia foi de p < 0.05.

Coleta de sémen

}

[1final de 25x10° sptz/mL

/\

Ndo centrifugado Centrifugado

| !

Resfriamento a

Centrifugagao a
52 por 48h

600xg por 15
minutos

!

Descarte
sobrenadante

!

Ressuspensao
de pellet com
diluente

!

Resfriamento a
52 por 48h
Figura 1. Representacdo esquematica dos tratamentos
nao centrifugado e centrifugado.

Resultados e Discussao

Todos os ejaculados apresentaram valores
médios de qualidade espermatica acima dos
minimos preconizados pelo CBRA (2013). No
sémen fresco, a média + erro padrdo da média de
concentracdo foi de 142+19 x10° sptz/mL;
motilidade 91+1,1%; vigor 2,8+0,01; integridade
de membrana 94+0,8%; morfologia normal
91+1%; defeitos totais 9+1%; defeitos maiores
6+0,8% e defeitos menores 3+0,5%.

Foi verificada diferenca significativa entre
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0s tratamentos quanto & motilidade as 24h (ndo-
centrifugado 70,2+3,9% e centrifugado
61,9+3,3%) e as 48h (ndo-centrifugado 59,5+3,9%

Independente do tratamento, conforme
aumentou o periodo de resfriamento, as médias de
motilidade, integridade de membrana plasmaética e

e centrifugado 47,6+4,7%); e as 24h quanto a
defeitos espermaticos totais (ndo-centrifugado
11,4+0,7% e centrifugado 14,7+1,2%) (Tabela 1).

espermatozoides com  morfologia  normal
declinaram.

Tabela 1. Qualidade de sémen canino (n=19) durante resfriamento a 5°C por 48h conforme tratamento centrifugado e
ndo-centrifugado (média + erro padrdo da média).

Parametros Nao-centrif Centrif N&o-centrif Centrif
24h 24h 48h 48h

Motilidade 70,2+3,9 a 61,9+3,3 b 59,543,9 x 47,647y
Vigor 2,8+0,1 2,8+0,1 2,60,1 2,4+0,1
Hiposmatico 91+0,8 89,3+1,1 86,8+1,3 85,1+1,8
Morfologia 87,6+0,8 85,2+1,2 84,5+0,7 84,6+0,9
Defeitos 11,4+0,7 a 14,7£12b 15,4+0,7 15,3+0,9
D. Maior 8+0,8 9,7£1,5 10,71 9,915

D. Menor 3,1+0,3 5+1,1 5,5+0,9 50,7

Centrif: amostras centrifugadas a 600 x g por 15 minutos, prévio ao periodo de resfriamento. Nao-centrif = amostras ndo centrifugadas.
D.: defeito. a,b: indicam diferenca estatistica entre tratamentos centrifugado e nédo-centrifugado as 24h. x,y: indicam diferenca
estatistica entre tratamentos centrifugado e ndo-centrifugado as 48h.

De acordo com Rota et al. (1995), o
armazenamento de sémen canino junto com fluido
prostatico autélogo (sem diluente) foi considerado
inadequado, quando comparado ao sémen
adicionado de diluente contendo gema de ovo. Nas
amostras mantidas somente com fluido prostatico
foi observada baixa motilidade e percentual de
membrana plasmatica integra apds dois dias de
resfriamento. Em equinos, a retirada total do
plasma seminal de um ejaculado pode ndo ser
benéfica a manutencdo da capacidade fertilizante
dos espermatozoides (Vianna et al., 2002). Durante
a centrifugacgéo convencional, sem uso de coloides
ou técnicas associadas, € dificil a remoc¢do do
plasma em sua totalidade, sendo que o restante que
fica em contato com sémen ndo seria o suficiente
para expressar efeito negativo na qualidade
espermatica.

Concordando com os resultados do presente
estudo, Matas et al. (2007) e Castelo et al. (2010)
também relataram a influéncia negativa do uso de
centrifugacdo. Em suinos, Matas et al. (2007)
reportaram que a atividade mecénica da
centrifugacdo para remocgdo de plasma seminal
pode promover danos estruturais irreversiveis aos
espermatozoides, com mudancgas estruturais no
acrossoma e diminuicdo significativa da motilidade
espermatica. Em sémen de catetos, Castelo et al.
(2010) relataram efeito negativo da centrifugacéao
para remocdo de plasma seminal prévio ao
congelamento sobre morfologia espermética,

linearidade, retilinearidade e batimento de cabega,
apos descongelamento.

De acordo com Treulen et al. (2012), a
suplementacdo de diluentes de sémen com fluido
seminal auxilia na preservagdo de integridade de
membrana plasmaética, integridade de acrossoma e
funcionalidade de membrana, no entanto
compromete a motilidade de sémen canino mantido
refrigerado por 72h, sugerindo que mais estudos
sd0 necessarios para entender o efeito inibidor do
plasma seminal sobre a motilidade e reportar a
repercussao disso sobre a fertilidade.

O contato prolongado dos espermatozoides
com o plasma seminal, assim como a centrifugacao
para remocdo de plasma, sdo considerados fatores
gue influenciam a qualidade espermatica durante o
resfriamento. No presente trabalho, as amostras
ndo-centrifugadas apresentaram principalmente
maior média de motilidade e morfologia normal,
em comparacdo as centrifugadas (p<0.05),
sugerindo que nao ha necessidade de remocao do
plasma seminal em amostras submetidas
posteriormente ao resfriamento a 5°C por até 48h.
Em relacéo aos defeitos, as amostras centrifugadas
apresentaram maior percentual de cabeca anormal,
cauda dobrada e cauda fortemente enrolada as 24h
e 48h (p > 0.05). Este aumento nos defeitos poderia
ser atribuido a danos fisicos a célula espermatica
durante a etapa de centrifugacdo. Os defeitos de
cauda podem ter influenciado negativamente na
motilidade espermaética.

A etapa de centrifugacdo necessita de mais
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equipamentos (centrifuga), material de laboratdrio
e rede elétrica, consome mais tempo e é mais
trabalhosa, quando comparada a manipulagdo de
amostras sem esta etapa.

Concluséo

Diante dos resultados, foi considerado que a
remocao de plasma seminal por centrifugacdo nao
é um procedimento obrigatdrio ou necessario para
resfriamento de sémen em caninos, pois as
amostras ndo submetidas a remoc¢do do plasma
seminal apresentaram maior média de motilidade e
células morfologicamente integras durante o
resfriamento a 5°C por 48h.
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