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RESUMO 

 
 

​A indústria do cavalo movimenta, no Brasil, aproximadamente R$16 bilhões de reais             
por ano e gera 610 mil empregos diretos e indiretos. A demanda direcionada aos sistemas               
de criação viabilizou o desenvolvimento de biotécnicas que permitissem um maior e melhor             
potencial produtivo e reprodutivo de várias espécies. Entretanto, o sêmen equino congelado            
e descongelado apresenta, relativamente, baixas taxas de fertilidade. Isso ocorre devido aos            
danos causados pela criopreservação dos gametas masculinos que fazem com que ocorra            
redução da longevidade espermática. Nesse contexto, técnicas foram criadas com o objetivo            
de amenizar esses danos, tal como a separação do líquido seminal. A centrifugação e              
filtração aumentam a concentração por meio da retirada do líquido seminal, porém, podem             
causar danos à sua viabilidade. Sendo assim, objetivou-se com esse estudo avaliar os             
procedimentos de filtração e centrifugação dos espermatozoides congelados e         
descongelados, avaliando a longevidade das células pela observação das alterações dos           
aspectos físicos durante a incubação por até 90 minutos. Foram utilizadas partidas do             
esperma congelado de 10 equinos que foram divididas em 3 grupos: controle (CT),             
Centrífuga e Sperm Filter. O grupo controle não foi submetido a nenhum processo de              
separação mas apenas às análises de motilidade, vigor e contagem de células com             
membrana íntegra, nos cinco diferentes tempos (T0= 0 minuto, T20= 20 minutos, T40= 40              
minutos, T60= 60 minutos e T90= 90 minutos) do Teste de Termorresistência (TTR). O grupo               
Centrífuga foi submetido à centrifugação por 10 minutos a 600 gravitacionais, ressuspendido            
em meio crioprotetor com glicerol e analisado durante os cinco diferentes tempos do TTR. O               
grupo Sperm Filter foi submetido à filtração através da membrana hidrofílica sintética e             
ressuspendido em meio crioprotetor com glicerol e analisado nos diferentes tempos do TTR.             
Nos 3 grupos foram analisados a motilidade total, vigor espermático e contagem de células              
com membrana íntegra. A análise dos dados foi feita utilizando ANOVA com teste de Tukey               
para motilidade e contagem de células com membrana íntegra e Kruskal-Wallis para o vigor.              
Os resultados indicaram que a filtração espermática com auxílio da membrana hidrofílica            
sintética tendeu a conservar melhor a motilidade espermática nos dois primeiros momentos            
(T0: P= 0,082; T20: P= 0,088). Contudo, nas seguintes avaliações, percebeu-se uma variação             
na motilidade dos grupos (T40: 21,5 ± 6,402; T60= 16,33 ± 5,188; T90= 12,00 ± 4,719) e não                  
diferiu entre eles (P>0,05). Observou-se também que, com sêmen congelado, o grupo            
Centrífuga selecionou espermatozoides mais íntegros no primeiro momento (T0), em          
comparação com o grupo Sperm Filter. Contudo, mais estudos devem ser feitos com o              

 



 
 

 

 

objetivo de elucidar por quais motivos o grupo Centrífuga foi mais eficaz aos demais grupos               
com relação aos demais grupos, no primeiro momento depois de descongelados. 
 ​Palavras-Chaves: Criopreservação. Centrifugação. Sperm Filter. Sêmen equino. 
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1. INTRODUÇÃO  

A indústria do cavalo movimenta, no Brasil, aproximadamente R$16 bilhões por ano            

e gera 610 mil empregos, diretos e indiretos, colocando o país entre os principais mercados               

de equideocultura do mundo (AIDAR, 2013; SANTOS; BRANDI; GAMEIRO, 2018).  

A alta demanda direcionada aos sistemas de criação equina viabilizou a criação de             

técnicas que permitissem um maior e melhor aproveitamento do potencial reprodutivo e            

produtivo de várias espécies (BRANDÃO, 2008). Um dos artifícios desenvolvidos com o            

objetivo de otimizar e facilitar a produção foi a criopreservação (AIDAR, 2013).  

O congelamento de sêmen apresenta inúmeras vantagens, tais como a melhora do            

uso de garanhões com superioridade genética comprovada e a diminuição das barreiras            

geográficas, tornando possível o envio de remessas da partida para qualquer lugar do             

mundo (BARRETO et al., 2008).  

Porém, os índices de fertilidade obtidos com esperma congelado de equinos são            

baixos quando comparados ao de bovinos. Esse menor índice constitui um dos maiores             

obstáculos à difusão dessa biotecnologia (KLOPPE et al., 1988; FURST et al., 2004). A redução               

da fertilidade que ocorre posteriormente ao congelamento e descongelamento de esperma           

está relacionada aos danos sofridos pelas células, que são afetadas principalmente em            

aspectos como motilidade e vigor, e nas estruturas das membranas plasmáticas (PARKS e             

GRAHAM, 1992). 

Ramires Neto et al. (2016) relatam em seu trabalho que vários fatores interferem na               

resistência e na qualidade do congelamento do esperma equino. Destacam-se,          

principalmente, a genética do animal e os fatores ligados à membrana do espermatozoide e              

ao líquido seminal que fazem com que o gameta fique suscetível às lesões provocadas pelo               

congelamento. 

Apesar de conter um alto número de substâncias responsáveis pela proteção dos            

espermatozoides, o líquido seminal também é apontado como uma das principais causas da             

queda da viabilidade dos espermatozoides congelados (RAPHAEL, 2007). Nele estão contidas           

várias macromoléculas proteicas que se aderem à membrana celular e que podem            

desestabilizá-la e, por isso, é necessário fazer a retirada do líquido seminal, visando ao              
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aumento da longevidade do sêmen (ALVARENGA et al., 2017). 

Uma técnica que possibilita a separação do líquido seminal, podendo auxiliar na            

melhoria dos parâmetros do esperma, é a utilização do Sperm Filter​Ⓡ​, ou filtro espermático              

(Ceafepe Tecnologia Veterinária Ind., Sorocaba, São Paulo, Brasil), cuja função, segundo           

Braga (2019), é retirar apenas o líquido seminal, deixando os espermatozoides sobre esse             

filtro. A centrifugação com ressuspensão do ​pellet espermático (aglomerado de          

espermatozoides gerado pela centrifugação) em diluente à base de leite liofilizado e            

desnatado com proporção de 1:1 é outro processo bastante difundido para a separação do              

líquido seminal (ALVARENGA et al., 2017). Essa técnica deve respeitar a duração e a força               

adequadas de 600g (gravitacionais) por 10 minutos, com o objetivo de se reduzir as lesões às                

células espermáticas (Dell’aqua Jr. et al, 2001). 

Essas técnicas de separação plasmática visam a preservar as características          

espermáticas, motilidade e vigor, e são consideradas extremamente úteis para animais com            

sêmen de qualidade baixa e que necessitam da separação do líquido seminal (ALVARENGA et              

al., 2010).  

Outro processo utilizado com o objetivo de se reduzir as lesões causadas pela             

diminuição abrupta de temperatura nos processos de resfriamento e criopreservação é a            

adição de diluidores. Os diluidores crioprotetores são substâncias que, quando adicionadas           

às células, depois da retirada do líquido seminal, auxiliam na proteção dos espermatozoides             

no congelamento, protegendo-os contra o desenvolvimento de cristais de gelo intra e            

extracelulares, além de outros danos estruturais (OLIVEIRA, G. C. et al., 2013). Um dos              

crioprotetores mais utilizados é o glicerol que, apesar de seus efeitos tóxicos, é eficaz na               

defesa contra as lesões do congelamento ​(OLIVEIRA, F. J. G. et al, 2017).  

Vários trabalhos vêm sendo feitos com o objetivo de se alcançar uma maior             

longevidade espermática do esperma congelado e descongelado. (BATELLIER et al., 2001).           

Nesse contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a filtração e centrifugação na              

seleção dos espermatozoides congelados e descongelados, analisando a longevidade das          

células pela observação das alterações dos aspectos físicos durante a incubação por até 90              

minutos. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 O espermatozoide e o líquido seminal 

O sêmen é constituído por duas diferentes partes: o líquido seminal e os             

espermatozoides (WITE, 1988). O espermatozoide é resultado da espermatogênese,         

processo de divisões celulares que acontece nos túbulos seminíferos dos testículos. Essa            

célula é formada por três regiões recobertas por uma membrana fosfolipídica: a) a cabeça,              

local onde o material genético é guardado; b) a porção intermediária, local onde ocorre o               

condicionamento das mitocôndrias, induzindo a geração de energia; c) e o flagelo, estrutura             

que está relacionada com a motilidade espermática (SILVA, 2018).  

O líquido ou plasma seminal é produzido, em conjunto, pelo epidídimo, glândulas            

acessórias e rede testis. Trata-se de um meio que é liberado durante a ejaculação em frações                

distintas através das contrações uretrais, e sua função é viabilizar ionicamente e            

energicamente as células espermáticas (MILLER et al, 1990; KARESKOSI; KATILA, 2008).           

Nesse plasma existem substâncias que protegem e estimulam os espermatozoides;          

entretanto, por causa da sua constituição variável, a qualidade espermática pode ser            

incrementada ou agravada, possuindo, então, uma alta relevância na criopreservação          

(JASKO et al., 1992; SQUIRES et. al., 1999; ALMEIDA, 2006). 

Grande parte dessas substâncias do líquido seminal são proteínas oriundas do            

epidídimo e estão associadas com a reestruturação da membrana celular, podendo           

promover a exposição ou a omissão de receptores essenciais para a viabilidade dos             

espermatozoides (GUASTI et al., 2012). Presume-se que essas remodelações de membrana           

permitem que as células espermáticas se mantenham viáveis dentro do oviduto           

(EKHALSI-HUNDRIESER et al., 2005). 

As interações entre as proteínas e as membranas dos espermatozoides são           

classificadas como interações fortes ou fracas. As interações fortes possuem uma grande            

ligação com a preservação do líquido seminal dentro do trato genital feminino e com a               

fertilização do ovócito. Já as interações fracas são responsáveis pela entrada dos            

espermatozoides em um processo de quiescência (MARENGO, 2008).  

Além da constituição do líquido seminal, a diminuição da temperatura também é            

capaz de provocar alterações deletérias à capacidade fertilizante do espermatozoide, tais           
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como o aumento na permeabilidade de membrana, a redução da fluidez, danos ao             

acrossoma, a liberação de enzimas e de fosfolipídeos e a redução da atividade metabólica de               

ATPs (OSÓRIO, 2008). 

 

2.2 Separação plasmática 

Estudos demonstraram que algumas proteínas existentes no líquido seminal, quando          

ligadas ao espermatozoide, podem promover a fragilização da membrana da célula           

(BRINSKO et al., 2000). A retirada do plasma no pré-congelamento pode auxiliar na             

criopreservação reduzindo o número de lesões espermáticas e ajudando na preservação da            

viabilidade dos espermatozoides (ALVARENGA et al., 2017; RAMIRES NETO et al., 2012). 

Amann e Pickett (1987) descreveram que a retirada do líquido seminal seria um             

processo essencial para a preservação da longevidade das células criopreservadas. A           

criopreservação, segundo Watson (1995), induz um processo prematuro de capacitação          

espermática, provavelmente por uma diminuição de lipídios durante o congelamento e           

descongelamento do sêmen. Essa capacitação precoce impede que ocorram as reações           

acrossomais, inviabilizando a fertilização do ovócito (MORTIMER et al., 1998).  

Entretanto, a necessidade da retirada total deste plasma para o congelamento ainda            

é bastante discutida. Segundo Katila et al. (2002), essa retirada provoca diminuição da             

motilidade total, sendo dessa forma, deletéria à criopreservação. No mesmo sentido, Aurich            

et al. (1996) indicaram que sêmens que tiveram motilidade baixa (≤20%) depois de             

descongelados apresentaram melhores resultados quando congelados com o líquido         

seminal. 

2.2.1 Centrifugação 

Durante a criopreservação, o ejaculado precisa ser diluído e centrifugado com o            

intuito de se retirar uma grande parcela do líquido seminal (ASHWOOD-SMITH, 1987),            

alcançar elevados índices de células espermáticas recuperadas com o mínimo de danos            

possíveis (MACPHERSON et al, 2001), além de promover o acúmulo de espermatozoides            

para a posterior diluição em meios crioprotetores (CASTELO, 2010). No entanto, essa técnica             

pode apresentar efeitos deletérios às células espermáticas dependendo da temperatura, da           
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intensidade e duração de centrifugação, e do volume de plasma sobrenadante deixado sobre             

os espermatozoides (RAPHAEL, 2007). 

A duração e a intensidade de centrifugação são capazes afetar tanto a integridade da              

membrana e do acrossomo do espermatozoide quanto o seu potencial cinético, interferindo,            

dessa forma, na relação entre o espermatozoide e o oócito, e na fecundação e produção               

embrionária (MACHADO, 2009; RIQUE, 2017). Outro problema relacionado à redução da           

qualidade espermática provocada pela centrifugação diz respeito à aspiração de          

aproximadamente 25% de espermatozoides viáveis que ocorre durante a separação do           

sobrenadante (CAMPANHOLI, 2016; KATKOV; MAZUR, 1998). 

Alguns autores analisaram as consequências da centrifugação sobre o         

espermatozoide. Dell’aqua Jr. et al (2001) executaram testes utilizando três diferentes forças            

(600g, 800g e 1000g) e tempos de centrifugação (3 min, 5 min e 10 min), com o propósito de                   

avaliar seus efeitos sobre as células com membrana íntegra e a motilidade total. O estudo               

concluiu que, devido às lesões apresentadas pelas células após o processo, 600g            

(gravitacionais) por 10 minutos seria o melhor protocolo para se reduzir as lesões causadas              

ao espermatozoide. Jasko et al. (1991) descreveram que a centrifugação associada à retirada             

total do líquido seminal e ressuspensão em diluidor à base de leite provocam aumento na               

motilidade espermática. Diluentes à base de leite, segundo Pagl et al. (2006), possuem uma              

atividade antioxidante anulando, assim, os efeitos deletérios da centrifugação. 

 

2.2.2 Filtração espermática 

Outra forma de se executar a separação do líquido seminal é pelo processo de              

filtração espermática, a partir do uso de equipamentos como o Sperm Filter® (Ceafepe             

Tecnologia Veterinária Ind., Sorocaba, São Paulo, Brasil). Esse equipamento permite a           

passagem do plasma, mantendo os espermatozoides sobre o filtro (ALVARENGA et al.,            

2010). O filtro espermático é formado a partir de uma membrana hidrofílica sintética (figura              

1) com a presença de poros de aproximadamente 2 ​𝝁 ​m, por onde o plasma será filtrado                

(RAMIRES NETO et al., 2013). 

Figura 1: ​Passos e ‘design’ esquemático para o uso do Sperm Filter para remoção do plasma                

semina​l 
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FONTE: ALVARENGA, et al., 2016 (MODIFICADO) 

O filtro espermático não causa lesões aos espermatozoides, mantendo viabilidade           

celular, além de ser uma técnica usada para animais com sêmen de qualidade baixa que               

necessita passar por essa separação (ALVARENGA et al., 2010; BRAGA, 2018). Ramires Neto             

et al. (2013) concluíram que o filtro espermático é tão eficaz quanto a centrífuga, além de                

possuir vantagens como maior praticidade e uma taxa menor de perda espermática.  

Felicio et al. (2019) concluíram que houve melhora na performance dos           

espermatozoides depois da filtração. Por outro lado, Davolli et al. (2012), quando            

compararam a viabilidade dos espermatozoides após a centrifugação e da filtração,           

afirmaram que não há diferença de motilidade total, funcionalidade e integridade de            

membrana, além de demonstrarem que também não houve diferença significativa na           

recuperação espermática, não afetando a criopreservação. 

2.3 Criopreservação 

A criopreservação do esperma equino apresenta uma importância muito grande para           

o melhoramento genético, a manutenção da linhagem de um animal, o encurtamento das             

barreiras geográficas e a maximização do uso de bons reprodutores (FÜRST et al, 2005). Esse               

procedimento é dividido em: diluição, separação plasmática, resfriamento, congelamento e          

descongelamento. Porém, durante algumas etapas da criopreservação, como no processo de           

refrigeração, diluição e congelamento, as células espermáticas podem ser danificadas          

(ALMEIDA, 2006). 
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Durante a etapa de congelamento, os espermatozoides são submetidos a          

temperaturas abaixo de 0°C e há a formação de cristais de gelo extracelulares e              

intracelulares (OLIVEIRA, R. A., 2013). O líquido seminal é parcialmente composto por água,             

que é o principal solvente biológico atuando no transporte de substâncias e, por isso,              

atravessando livremente as membranas celulares. Durante o congelamento, devido a essa           

alta permeabilidade da água, existe a formação de cristais de gelo no interior da célula,               

danificando o espermatozoide (MAZUR, 1984).  

Ainda durante a etapa de diminuição da temperatura, ocorre redução metabólica,           

diminuição de gastos energéticos e queda na produção de catabólitos tóxicos, deixando o             

espermatozoide em um estado de quiescência (OLIVEIRA, R. A., 2013). Por outro lado, o              

congelamento pode provocar parada, redução ou até mesmo a aceleração de algumas            

atividades bioquímicas da célula espermática, podendo danificar ou causar a morte celular            

(WATSON, 2000). Com o intuito de se reduzir os danos causados pela queda de temperatura,               

faz-se necessária a adição de substâncias crioprotetoras, auxiliando,dessa maneira, a          

manutenção do metabolismo dos espermatozoides. 

Os crioprotetores são classificados quanto à sua capacidade de penetração na           

membrana espermática, e são divididos em: invasivos e não invasivos. Os invasivos, ou             

penetrantes, como o glicerol, possuem um baixo peso molecular e, por isso, apresentam             

ação intra e extracelular; por outro lado, os crioprotetores não invasivos, também chamados             

de não penetrantes, são produzidos a partir de substâncias com alto peso molecular,             

atuando apenas na porção externa da membrana espermática. Proteínas do leite, gema de             

ovo, lactose, frutose, trealose, polímeros sintéticos como a polivinilpirrolidona, são alguns           

exemplos de crioprotetores não penetrantes (OLIVEIRA, G. C. et al., 2013; AMANN; PICKETT,             

1987).  

O glicerol, que é um crioprotetor permeável e portanto atua no interior do              

citoplasma celular, apresenta mecanismo de ação relacionado à inibição da formação de            

cristais de gelo no interior ou em locais próximos às células, impedindo que o gelo afete o                 

funcionamento celular (OLIVEIRA, F. J. G. et al., 2017). Os crioprotetores solúveis como o              

glicerol funcionam como solventes que reduzirão o ponto de congelamento da água            

permitindo a formação de canais nos quais se alojarão as células espermáticas, evitando,             

assim, a formação dos cristais de gelo intracitoplasmáticos e na membrana celular            

(OLIVEIRA, G. C. et al., 2013).  
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Muitas formas foram propostas como meio de promover uma melhoria no           

congelamento a partir da redução dos danos sobre as células espermáticas. Juliani e Henry              

(2008) descreveram em seu trabalho que o mecanismo de associação de crioprotetores,            

como, por exemplo, a junção de meios à base de leite ou gema com o glicerol, não promove                  

melhora na qualidade dos espermatozoides.  

Porém, os mecanismos aplicados para incrementar a proteção dos espermatozoides          

não se limitam apenas à adição de crioprotetores com o objetivo de se evitar a formação de                 

cristais de gelo no momento do congelamento, mas também incluem sua adição durante a              

refrigeração, pois eles conferem maior estabilidade de membrana durante esta etapa.           

(OLIVEIRA, G. C. et al., 2010; AIDAR, 2013). 

 

 

2.4 Avaliação espermática 

 

2.4.1 Aspectos macroscópicos 

Os aspectos macroscópicos, como volume e cor, são imediatamente avaliados após a            

coleta o sêmen do garanhão (SILVA et al., 2019.) O gel, oriundo do líquido seminal e                

presente no ejaculado, é filtrado juntamente a qualquer sujeira que possa prejudicar a             

viabilidade dos espermatozoides. Outros critérios a serem avaliados é o volume ejaculado,            

que é expresso em mililitros (mL) e varia de animal para animal, e a cor do ejaculado que se                   

encontra, normalmente, em tonalidade branca (FÜRST et al., 2005; SILVA et al., 2019). 

2.4.2 Aspectos microscópicos 

O microscópio óptico é utilizado como ferramenta necessária para a avaliação das            

características microscópicas relacionadas às células espermáticas (SILVA et al., 2019). Essas           

avaliações laboratoriais, segundo Aidar (2013), têm como objetivo analisar a capacidade           

fecundante da célula espermática, sendo observados os seguintes critérios: vigor (1-5),           

motilidade espermática (%), concentração espermática (10​6​/mL), patologia espermática e a          

contagem de células com membrana íntegra. 
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A análise de motilidade, apesar de não avaliar nenhuma característica que vai influir             

na capacidade do espermatozoide em fecundar um oócito, é extremamente importante para            

caracterizar a viabilidade espermática (GRAHAM, 2001; ZÚCCARI, 1998). Já o vigor, critério            

que representa a intensidade de movimento dos flagelos dos espermatozoides, é           

classificado, segundo Queiroz (2003), em uma escala evolutiva de 0 a 5, conforme a tabela               

1. 

Tabela 1: ​Classificação do vigor da motilidade espermática 

 

FONTE: SILVA, et al., 2019 (Modificado) 

O teste de contagem de células com membrana íntegra é essencial para a avaliação da               

qualidade espermática e deve ser feito em um esfregaço com Eosina-Negrosina (figura 2).             

Nessa avaliação, são observadas 200 células com o apoio do microscópio óptico (CBRA,             

2013). A eosina é um corante que não penetra as células com membrana intacta, corando de                

rosa apenas os espermatozoides com a membrana lesionada. A nigrosina é um corante             

importante para que haja o contraste escuro na lâmina, facilitando a diferenciação de células              

lesadas e íntegras (AIDAR, 2013).  

Figura 2:​ Teste de Eosina-Negrosina 

FONTE: ARQUIVO PESSOAL DA PESQUISA 
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2.4.3 Teste de Termorresistência (TTR) 

O TTR é uma avaliação que mimetiza a permanência dos espermatozoides no trato             

genital da fêmea durante o cio (ARRUDA et al., 1992), devendo ser feito a partir da                

incubação do sêmen a 37ºC por um intervalo de tempo específico. Durante o período de               

incubação a motilidade, o vigor espermático e a integridade de membrana são analisados             

em intervalos pré determinados. Assim, é possível avaliar o efeito da temperatura na             

longevidade do espermatozoide (AIDAR, 2013; JONDET, 1980; PICKETT et al., 1961; PINTO et             

al., 1978). 

 

3. METODOLOGIA 

O estudo foi realizado no laboratório de reprodução da Estábulo serviços veterinários            

LTDA. Foram utilizados os sêmens congelados de 10 garanhões, contendo, em cada partida,             

o mínimo de 100x10​6 espermatozoides com 30% de motilidade total e vigor 3; o material foi                

descongelado em banho-maria a 37​o​C por 30 segundos, segundo proposto pelo Colégio            

Brasileiro de Reprodução Animal (1998). Após descongelamento foi utilizado o teste de            

Termorresistência (TTR) para avaliar a qualidade dos espermatozoides. 

3.1 Grupo Controle 

No grupo controle, o sêmen descongelado, sem aplicação de técnicas de separação,            

foi incubado à temperatura fisiológica (37°C) para o exame de TTR, sendo analisado quanto à               

Motilidade Total, Vigor e Integridade de Membrana em quatro momentos distintos.  

3.2 Grupo Centrífuga 

No grupo centrífuga, o sêmen descongelado foi centrifugado por 10 minutos a 600             

vezes a força gravitacional. Em seguida, foram realizadas as análises do TTR. 

3.3 Grupo ‘Sperm Filter’ 

No grupo Sperm Filter, o sêmen descongelado foi submetido à filtração através do             

filtro espermático, o Sperm Filter (Sperm filter​Ⓡ​, Botupharma, Brasil). Ele também foi            

ressuspendido mantendo a concentração espermática inicial. Para isso, utilizou-se a mesma           
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solução crioprotetora (Botucrio​Ⓡ​) com glicerol. Os mesmos parâmetros de avaliação dos           

outros grupos foram utilizados para analisar a amostra, imediatamente após a ressuspensão. 

3.4​ ​Teste de Termorresistência 

O Teste de Termorresistência consistiu de avaliações (motilidade, vigor e integridade           

de membrana) do sêmen incubado a 37ºC em quatro intervalos de tempo distintos: 0              

minutos (t​0​), 20 minutos (t​20​), 40 minutos (t​40​), 60 minutos (t​60​) e 90 minutos (t​90​).  

3.5 Análise estatística 

Para a análise estatística 2 diferentes testes foram realizados. Foi utilizado ANOVA            

(Análise de Variância) com Teste de Tukey para as características de contagem de células              

com membrana íntegra e motilidade total. Já para a análise de vigor, optou-se pela utilização               

do teste de Kruskal-Wallis (ALMEIDA, 2006; JULIANI E HENRY, 2008). 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No presente estudo, o emprego da centrífuga para a separação do espermatozoide            

pós-descongelamento, não diferiu dos demais grupos (P>0,05), quando avaliados a          

motilidade, vigor e integridade de membrana nos diferentes períodos de incubação. Esses            

dados corroboram os resultados obtidos por Felicio et al. (2019) que, por sua vez, não               

observaram diferenças significativas na qualidade espermática após os processos de          

separação, utilizando diferentes métodos. 

Notou-se também que, apesar de não ter havido diferenças significativas entre os            

tratamentos, foi possível observar (Tabela 2) que a motilidade dos espermatozoides           

submetidos à filtração tendeu a ser mais preservada, principalmente, quando as amostras            

foram avaliadas no início da incubação (T0: P= 0,082; T20: P= 0,088). Essa tendência poderia               

ter sido elucidada caso houvesse um número amostral superior ou uma maior repetibilidade             

de análises, que desencadearia diferenças significativas entre os parâmetros analisados nos           

primeiros momentos da incubação. Contudo, não foram observadas melhorias significativas          

na qualidade espermática quando as amostras foram avaliadas após 40 minutos de            

incubação. 
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Tabela 2 ​- Avaliação da motilidade total dos espermatozoides (Média Erro Padrão) dos          ±     

grupos Controle (CT), Centrífuga e Sperm Filter, durante cinco tempos distintos (T0, T20,             

T40, T60 e T90) 

*Valores que apresentaram tendência a uma diferença significativa 

FONTE: ARQUIVO PESSOAL DE PESQUISA 

Além disso, foi observada uma melhora na seleção dos espermatozoides no primeiro            

momento depois do descongelamento (T0), com a centrifugação (Tabela 3). Entretanto, nas            

avaliações posteriores (T40, T60 e T90) não se observou nenhuma diferença significativa.            

Esses valores não estão em concordância com os resultados obtidos por Ramires Neto et al.               

(2012) e Alvarenga et al. (2012), que constataram que a filtração espermática, em esperma              

equino fresco e refrigerado, foi eficaz devido à redução dos danos mecânicos à célula              

espermática e à manutenção da sua viabilidade.  

Tabela 3 - Contagem de células com membrana íntegra (Média Erro Padrão), através do          ±      

corante Eosina-Nigrosina, nos grupos Controle (CT), Centrífuga e Sperm Filter, durante cinco            

tempos diferentes (T0, T20, T40, T60 e T90)  

 

*B indicam diferença significativa (P<0,05) entre o grupo Centrífuga e Sperm Filter 

FONTE: ARQUIVO PESSOAL DA PESQUISA 

A centrifugação espermática é o método mais comum para se selecionar           

espermatozoides e promover a separação do líquido seminal (FELICIO et al., 2019).            

Entretanto, a intensidade e o tempo de centrifugação podem causar uma redução da             

motilidade em até 30%, além de afetarem o vigor e a contagem de células espermáticas com                

membrana íntegra (RAPHAEL, 2007). Adaptações no protocolo da intensidade e duração da            

centrifugação, para 600 gravitacionais por 10 minutos (DELL’AQUA JR. et al., 2001),            
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indicaram redução aos danos celulares. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo             

avaliar o efeito das diferentes técnicas de separação plasmática sobre o espermatozoide. 

Métodos para a retirada do líquido seminal por meio da centrifugação, com posterior             

ressuspensão em meio à base de leite, foram responsáveis por um incremento nas taxas de               

motilidade (JASKO et al., 1991). Além disso, foi observado que a retirada total do líquido               

seminal poderia influenciar negativamente nos parâmetros seminais, como a motilidade          

(JASKO et al., 1992). Em contrapartida, a retirada do plasma seminal demonstrou melhoria             

para garanhões com baixos índices de congelamento (BRINKSO; CROCKETT; SQUIRES, 2000). 

Outra forma para promover a separação do líquido seminal é a utilização de um filtro               

espermático. Esse filtro é constituído por uma membrana sintética com poros de            

aproximadamente 2​µ​m, cuja função é permitir a passagem apenas do líquido seminal e reter              

os espermatozoides sobre o filtro (ALVARENGA et al., 2010; RAMIRES NETO et al. 2013). Por               

não causar danos mecânicos à célula espermática, o Sperm Filter® diminui os prejuízos ao              

espermatozoide, o que repercute no aumento da qualidade espermática após descongelado           

(ALVARENGA et al., 2010; FELICIO et al., 2019).  

Uma hipótese para a centrifugação ter apresentado resultados superiores ao Sperm           

Filter na avaliação de integridade de membrana no T0 (Tabela 3), é a possível peroxidação               

lipídica causada pela exposição das células ao oxigênio durante o processamento. A            

peroxidação lipídica tem início na presença de espécies reativas de oxigênio (ROS) que,             

quando em contato com o ácido decosa-hexanóico presente na membrana celular do            

espermatozoide, causam danos à membrana dos gametas masculinos (SANTOS et al., 2019).  

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados obtidos com respeito à longevidade espermática do sêmen          

descongelado não indicam diferenças significativas entre o tratamento centrífuga e os           

demais grupos estudados. No entanto, o baixo número amostral pode ter influenciado na             

inexistência dessa diferença, algo que poderia ter sido solucionado com, por exemplo, uma             

maior repetibilidade dos dados. Por outro lado, os dados apontam para a possibilidade da              

utilização da centrífuga para produzir uma melhora na seleção dos espermatozoides. Essa            

possibilidade, no entanto, está em desacordo com a literatura, que relata que a filtração              

tende a conservar de forma mais eficaz a motilidade total e, por não causar danos mecânicos                

ao espermatozoide, preserva melhor a membrana celular da célula imediatamente após a            
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separação.  

A discordância entre os resultados deste trabalho e pesquisas anteriores deve ser            

investigada por outros estudos, com o objetivo de elucidar as razões pelas quais o método               

da centrífuga se mostrou superior aos outros com relação à contagem de células com              

membrana íntegra dos espermatozoides, no primeiro momento depois do         

descongelamento. Além disso, estudos futuros devem buscar a confirmação de que a            

filtração é a melhor opção para se obter uma maior longevidade espermática. Deve-se             

avaliar também o quanto os processos de filtração e centrifugação do sêmen congelado             

interferem na fertilidade dos espermatozoides, averiguando se são aplicáveis na reprodução           

assistida a campo. 
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