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Resumo: O objectivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do método de remoc¢do do plasma seminal
antes da criopreservacao, sobre os parametros espermaticos do sémen caprino pés-descongelacdo. Utilizou-se
como doador, um bode da raca Alpina Americana. Dois ejaculados consecutivos foram coletados formando
um pool que em seguida era dividido em quatro partes iguais. As amostras foram diluidas a 37 ° C com
solucdo de lavagem, e em seguida dois tubos foram centrifugados e os outros dois filtrados (Sperm Filter)
para remover o plasma seminal (PS). Apds a remocao do PS, duas partes foram diluidas com um diluidor a
base de TRIS-Gema e as duas partes restantes com um diluidor a base de leite desnatado. O sémen diluido foi
envasado em palhetas de 0,25 mL, congelado em sistema automatizado e armazenado em nitrogénio liquido
até as avaliagdes. A motilidade espermatica foi significativamente maior (P <0,03) nas amostras
centrifugadas do que nas amostras filtradas, independente do tipo de diluidor utilizado. O percentual de
espermatozoides viaves foi maior nas amostras centrifugadas, exceto quando se utilizou o diluidor a base de
TRIS- Gema, que ndo apresentou diferenga nessa caracteristica entre os métodos de remocdo do plasma
seminal. Ambos os métodos avaliados podem ser utilizada na remogdo do PS caprino quando se utiliza
diluidor a base de TRIS-Gema. Para o diluidor & base de leite desnatado a centrifugacdo deve ser o método de
eleicdo.
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Abstract: The objective of this study was to evaluate the effects of seminal plasma removal method prior to
cryopreservation on sperm parameters of post-thaw goat semen. It was used as a donor, a goat of the
American Alpine breed. Two consecutive ejaculates were collected forming a pool that was then split into
four equal parts. The samples were diluted at 37 °C with washing solution, and then two tubes were
centrifuged and the other two filtrates (Sperm Filter) to remove seminal plasma (PS). After removal of the PS
two portions were diluted with a TRIS-based extender and the two remaining parts with a extender based to
the skimmed milk. The diluted semen was packaged in 0.25 mL straws, frozen in automatic machine and
stored in liquid nitrogen until the evaluations. Sperm motility was significantly higher (P <0.03) in the
centrifuged samples than in filtered samples, regardless of the type of extender used. The percentage of
sperm viable was higher in the centrifuged samples, except when using the extender the base TRIS, which
showed no difference in this parameter between the methods of removal of seminal plasma. Both tested
methods can be used to remove the PS goat when using extender TRIS-yolk base. For skim milk-based
extender the centrifugation should be the method of choice.
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Introducédo
O principal problema para a preservacdo do sémen caprino sdo 0s componentes do plasma seminal,
que prejudicam a viabilidade dos espermatozoides armazenados em meios que contenham leite ou gema de
ovo (Maia, 2014). Como consequéncia, o plasma seminal tem de ser removida antes de utilizar diluentes que
contenham esses ingredientes. Normalmente isso é feito por meio de centrifugagdo, no entanto, o processo é
demorado e pode acarretar danos mecanicos ao espermatozoide (Saritzkan et al., 2010). Recentemente,
Alvarenga et al. (2010) propuseram um novo método para a remocdo do plasma seminal do sémen de
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garanhdo, usando um filtro de membrana sintética hidrofila (Sperm Filter, BotuPharma, Botucatu, Séo
Paulo, Brasil). O objetivo deste estudo foi comparar o efeito da centrifugacdo x Sperm Filter sobre a
motilidade e viabilidade do espermatozoide caprino criopreservado.

Material e Métodos

Os ejaculados foram colhidos de um bode da raca Alpina Americana (n=8). Dois ejaculados
consecutivos foram combinados e apds avaliacdo, divididos em quatro partes iguais. As fragbes foram
diluidas a 37°C com solucéo de lavagem (1:9) e em seguida dois tubos foram centrifugados (2 x 600 x g) e 0s
outros dois foram filtrados para remover o plasma seminal (PS). Apds a remogdo do PS, as amostras foram
diluidas para uma concentracio de 400 x 10° sptz/ml, com um diluidor & base de Tris-glicose-gema (Tris-
hidroximetil-aminometano 4,5375 g; &cido citrico monohidratado 2,6057g; glicose anidra 0,7495 g;
gentamicina 13,4 mg; gema de ovo 10% (v/v), Orvus es paste 0,5% (v/v); agua destilada para 100 ml e
glicerol 10 % (v/v) no meio Il, pH 6,8) ou com o diluidor a base de leite desnatado-glicosado (Leite em p6
desnatado 10g; glicose anidra 0,194g; gentamicina 20 mg; agua destilada p/ 100ml, glicerol 7% (v/v) no meio
I, pH 6,5), compondo os tratamentos: T1- Centrifugacdo + Leite; T2- centrifugacdo + TRIS; T3- Filtro +
Leite; T4- Filtro + TRIS. O sémen foi envasado em palhetas de 0,25mL, lacradas com alcool polivinilico e
entdo congelado em sistema automatizado, modelo Tetakon® -TK 3000 (TK Tecnologia em congelacéo
Ltda). As palhetas foram armazenadas em botijéo criobioldgico e antes das avalia¢cdes foram descongeladas
em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Os dados foram submetidos a ANOVA com comparacao de médias
pelo teste de Duncan a P<0,05.

Resultados e Discusséo

O método de remogdo do PS teve um efeito significativo sobre os pardmetros esperméticos. A
motilidade espermatica pds-descongelacdo foi significativamente maior (P<0,03) nas amostras centrifugadas
comparada as filtradas. Da mesma forma, o percentual de perda da motilidade ap6s a criopreservacao (TDM)
foi significativamente (P<0,02) menor nas amostras centrifugadas. O percentual de espermatozoides vivos
também foi maior nas amostras centrifugadas, exceto para o diluidor TRIS, cujos valores foram semelhantes,
independente do método de remogdo do PS (Tabela 1). Ramires Neto et al. (2013) avaliaram o efeito do
método de remocéo do plasma seminal (Filtro x Centrifuga) no sémen equino criopreservado em meio a base
de leite desnatado e ndo observaram diferencga entre os métodos sobre os parametros da cinética espermatica.
Contrastando com essa informagdo, em no nosso estudo, nas amostras congeladas em meio a base de leite
desnatado, houve uma queda significativa na motilidade espermética e no percentual de células viéaveis
quando o filtro foi usado para remover o plasma seminal. Possivelmente, residuos de proteinas seminais
podem ter permanecido na amostra e reagido com os componentes do diluidor, afetando particularmente, as
amostras diluidas em leite desnatado. Estudos mais aprofundados precisam ser realizados para confirmar ou
ndo esta hipdtese.

Tabela 2. Médias + desvio padrdo dos parametros espermaticos no sémen caprino criopreservado em
diferentes diluidores e métodos de processamento.

CENTRIFUGA FILTRO
Parametro LEITE (T1) TRIS (T2) LEITE (T3) TRIS (T4) P

MOT (%) 55,6+18,4° 55,0+9,6° 38,1465 42,5+14,1% 0,0229
VIVOS (%)*  58,0+17,4° 72,948,7° 42,1+16,0° 61,0+11,8% 0,0016
TDM (%) 31,5419 5" 31,0+13,3 51,7+11 8% 45,2424, 3% 0,0216

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste Duncan. MOT = motilidade
subjetiva; TDM = taxa de degradacdo da motilidade; * = coloracdo vital
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Conclusoes
Pode-se afirmar que o protoco de centrifugacdo utilizado (600xg / 10min) ndo danifica a célula e ndo
afeta a sua motilidade. Além disso, tanto a centrifugacdo quanto a filtragem do sémen para remover o plasma
seminal antes da criopreservacao sao eficazes quando se utiliza diluidor a base de Tris-glicose-gema. Ja para
o diluidor a base de leite desnatado o melhor método de remogéo do PS é a centrifugacéo.
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