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RESUMO

Objetivou-se avaliar meios diluentes e sistemas de transporte na qualidade do sémen congelado pelo CASA
em touros Nelore. Foram realizadas cinco coletas de sémen de 6 touros, diluidas com os meios TRIS e
BotuBOV', refrigeradas em dois tipos de sistemas de transporte BotuBOX e BotuFLEX'; congeladas e
analisadas pelo CASA. A MT foi maior (p<0,05) na associagio do meio BotuBOV' + BotuFLEX (47,3%)
quando comparado ao TRIS + BotuBOX~ (9%). A MP foi maior (p<0,05) BotuBOV" + BotuFLEX™ (37%) quando
comparada a TRIS + BotuBOX~ (5,9%). O mesmo para VSL, BCF e RAP, os quais foram maiores (p<0,05) em
BotuBOV® + BotuFLEX® (65,1um/s; 30Hz; 44,5%, respectivamente) quando comparados ao sémen na
associagao TRIS + BotuBOX’ (47,6um/s;21,5Hz;6,9%, respectivamente). Conclui-se que o BotuBOV® em
associacdo ao sistema de transporte refrigerado de sémen BotuFLEX", foi considerada pelo CASA, a melhor
associacdao quando se refere a cinética espermatica para a criopreservacdo de sémen bovino.
Palavras-chave: touro zebu; biotecnologia de sémen; refrigeracdo passiva; cinética espermatica;
criopreservacao de sémen.

EFFECT OF EXTENDERS AND TRANSPORTATION SYSTEMS IN FROZEN SEMEN ANALYZED BY
COMPUTATIONAL METHOD HOME IN NELORE BULLS

ABSTRACT

The objective was to evaluate diluents and transport systems on semen quality frozen by CASA in Nellore
bulls. Five semen collections of six bulls, diluted with the TRIS and BotuBOV®, were transported out on two
types of BotuBOX® and BotuFLEX® systems; frozen and analyzed by CASA. TM was higher (p <0.05) in the
association of BotuBOV® + BotuFLEX® (47.3%) when compared to TRIS + BotuBOX® (9%). The PM was
higher (p <0.05) BotuBOV® + BotuFLEX® (37%) when compared to TRIS + BotuBOX® (5.9%). The same for
VSL, BCF and RAP, which were higher (p <0.05) in BotuBOV® + BotuFLEX® (65.1um/s, 30Hz, 44.5%,
respectively) when compared to semen in the TRIS + BotuBOX® (47.6um/s, 21.5Hz, 6.9%, respectively). It is
concluded that BotuBOV® in association with the refrigerated system of semen BotuFLEX® was considered
by CASA to be the best association when referring to sperm kinetics for cryopreservation of bovine semen.
Keywords: zebu bull; semen biotechnology; passive refrigeration; spermatic kinetics; semen
cryopreservation.

INTRODUGAO representa o inicio do estresse térmico

Os protocolos para criopreservagdo do
sémen  bovino, geralmente incluem o
resfriamento lento do sémen para 4 a 5°C,
seguido por um intervalo varidvel de equilibrio
(de 30 minutos a 24 horas) sob temperatura de
refrigeracdo e posteriormente a congelacao
seminal (LEITE et al., 2010). A fase de refrigeracdo

submetido as células espermaticas durante o
processo de criopreservagao.

Segundo Crespilho e Papa (2010) o sémen
refrigerado por 24 horas representa uma
estratégia eficiente para aumentar a taxa de
concepcgao de vacas inseminadas em tempo fixo.
O sémen congelado apresenta uma fertilidade
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significativamente reduzida quando comparado
ao sémen fresco, devido ao processo de
criopreservacao, que compreende diluicdo,
resfriamento, adicdo e penetracdo do
crioprotetor, envase, congelagdo,
armazenamento e descongelacdo (WATSON,
2000).

O termo choque térmico define um
conjunto de alteracdes ocorridas na célula
espermatica de mamiferos, tendo em vista que o
sémen bovino apdés a coleta apresenta
temperatura semelhante a corpdrea (x 382C) e
quando submetido a refrigeracdao rapida, atinge
temperaturas proximas a 592C, resultando no
decréscimo irreversivel da motilidade
espermatica, assim como em mudangas na
bioquimica e no funcionamento destes gametas,
incluindo: reducdo da taxa de glicélise, respiragdo
celular e frutdlise, aumento da degeneracdo do
acido desoxirribonucleico e liberagcdo de material
intracelular (WATSON, 2000).

O CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis) é um sistema automatico (hardware e
software) utilizado para visualizar, digitalizar e
analisar  imagens  sucessivas, fornecendo
informagdes acuradas, precisas e significativas do
movimento individual de cada célula bem como
de subpopulagdes de células espermaticas
(AMANN; KATZ, 2004).

O objetivo do estudo é avaliar o efeito de
meios diluentes e sistemas inovadores de
transporte na qualidade do sémen congelado
pelo método computacional CASA em touros
Nelore (Bos taurus indicus), criados
extensivamente.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UNOESTE) sob o protocolo n? 3808.
Animais, local e época do experimento

Foram utilizados 6 touros da raga Nelore
com idades de 36 meses, de uma propriedade do
municipio de Anaurilandia - MS, mantidos em
pasto de Urochloa decumbens, com mistura
mineral e dgua a vontade.
Colheita e processamento do sémen

Foram realizadas cinco coletas de sémen
para cada um dos seis touros, pelo método de
eletroejaculacao (Eletroejac®, Neovet, Brasil) com
intervalo de 15 dias, totalizando 30 amostras de
sémen coletadas, diluidas com os meios TRIS
gema - acido citrico (3,28g TRIS, 1,78g acido
citrico, 1,25g D-frutose, 6% glicerol, 20% gema de
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ovo, agua destilada para 100mL de meio)
produzido no Laboratdério de Reprodugao Animal
da Unoeste e BotuBOV® (Botupharma, Botucatu,
Brasil), refrigeradas em dois tipos de sistemas de
transporte BotuBOX® (Botupharma, Botucatu,
Brasil), e BotuFLEX (Botupharma, Botucatu,
Brasil), congeladas e estocadas em nitrogénio
liguido para posterior anadlise da cinética
espermatica pelo método computacional CASA.
Colheita e processamento do sémen fresco

Logo apods a coleta, os ejaculados foram
mantidos em banho-maria entre 32 e 37°C,
avaliado o volume do ejaculado (mL) e a analise
a0 microscépio de motilidade (0 a 100%), vigor (O
a 5) e turbilhdo (0 a 5). Em uma solugdo de
formol salino tamponado, o sémen foi diluido na
proporgdo de 1:100, para posterior contagem em
camara de Neubauer. A morfologia espermatica
foi analisada em microscopia de contraste de fase
(E200®, Nikon, Japdo), levando-se em
consideragao 200 espermatozoides. As andlises
do sémen foram realizadas conforme normas do
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA,
2013).

Refrigeracao de sémen

Apds a colheita do sémen, o mesmo foi
fracionado em aliquotas de mesmo volume e
diluido em dois meios: TRIS-gema-acido citrico e
BotuBOV' na proporgao de 1:1, e posteriormente,
foram acondicionados em dois tipos de sistemas
de transporte refrigerado BotuBOX® e BotuFLEX®
para o laboratério.

Cada um dos tratamentos teve o volume
final pods-diluicdo padronizado em 8,0mL com
envase em palhetas francesas (IMV®, Franca) de
0,5 mL; sendo considerado 50x10°
espermatozoides/palheta, mantidas em
refrigerador comercial a 5°C/ 4 h.

Congelagao de sémen

Imediatamente apds o final do periodo
de refrigeracdo, as palhetas foram dispostas
horizontalmente, expostas ao vapor de
nitrogénio a -120°C a 4 cm do nivel do nitrogénio
liguido por 15 min, e mergulhadas no nitrogénio
liquido a -196°C, raqueadas, identificadas e
armazenadas em botijao de nitrogénio.

Andlise computacional com CASA no sémen
congelado

Na pés-descongelacdo, foi realizada a
analise computadorizada da cinética espermatica
pelo método CASA com o aparelho fabricado pela
“Hamilton Thorne Research”, versdao IVOS 10,
onde apds a descongelacdo das doses de sémen
uma gota da amostra foi colocada na cidmara de
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Makler aquecida a 38°C, para as andlises das
varidveis da cinética espermdtica. As analises
foram realizadas em “setup” ajustado para as
caracteristicas seminais de bovinos e avaliadas
trés campos de cada amostra. As seguintes
variaveis cinéticas espermaticas foram
analisadas: motilidade espermatica total (MT),
motilidade  espermadtica  progressiva (MP),
velocidade de trajeto (VAP), velocidade linear
(VSL), velocidade curvilinear (VCL), deslocamento
lateral da cabecga (ALH), frequéncia de batimento
da cauda (BCF), retilinearidade (STR), linearidade
(LIN) e porcentagem de espermatozoides rapidos
(RAP).
Andlise estatistica dos dados

Para o tratamento estatistico dos dados
do sémen congelado nos dois sistemas de
transporte e com os dois meios diluentes foi
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utilizada analise de variancia, com posterior
comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o experimento, os seis touros
durante as cinco coletas obtiveram amostras
seminais satisfatorias, onde nenhuma amostra foi
descartada ou apresentou volume insuficiente.
Os touros apresentavam-se calmos e aclimatados
ao ambiente e eram coletados, um por vez,
respeitando o tempo adequado para uma boa
contencdo fisica, proporcionando o bem estar e
minimizando o estresse para posterior realizagdo
das etapas dos procedimentos de coleta, diluicdo
e refrigeracdo do sémen. Os resultados das
caracteristicas seminais dos touros sdo
apresentados abaixo na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quantitativas e qualitativas (médiatdesvio-padrdo) do sémen fresco de touros

Nelore.

Caracteristicas do Sémen

Sémen Fresco

Volume do Ejaculado (mL)

Motilidade Espermatica Progressiva (%)
Vigor Espermatico (0 a 5)

Turbilhdo (0 a 5)

Defeitos Maiores (%)

Defeitos Menores (%)

Defeitos Totais (%)

9.1+3
79.3+12
3.6+0.6
2.5+1.2
7.2%4.9
5.4+5.9
12.1+8.1

A qualidade do sémen dos touros ao
longo do experimento classificou-os como aptos
a atividade reprodutiva segundo o Colégio
Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013),
gue preconiza que o sémen fresco de bovinos
deve ter motilidade > 60% (0 a 100%), vigor > 3 (0O
a 5) e turbilhdo = 3 (0 a 5), defeitos totais < 30%,
defeitos menores < 20%, e para os defeitos
maiores <10%.

No presente experimento  foram
utilizadas os sistema de transporte de sémen
refrigerado BotuBOX e BotuFLEX', a primeira
possui curva de refrigeracdo que realiza um
decréscimo da temperatura até 15° C pois utiliza
um Unico gelo no seu sistema. Enquanto a
BotuFLEX®, com dois gelos, a curva de
temperatura abaixa até 5°C. Squires et al. (1999)
relataram que a cada 10°C reduzidos na
temperatura das células, ocorre uma redugao em
50% no metabolismo espermatico.

Destaca-se a superioridade da BotuFLEX,
pois quando o sémen é refrigerado a 52C ocorre
uma reducdo no metabolismo espermatico o que
resulta em aumento da longevidade dos

espermatozoides permitindo mais flexibilidade
no uso do sémen refrigerado quando comparado
ao fresco (VISHWANATH; SHANNON, 2000).

O periodo de transporte do sémen no
presente experimento foi de 3 horas, da fazenda
ao laboratério de Reprodugdo Animal da
Unoeste. De acordo com a curva de refrigeracdo
apresentada pelo fabricante dos presentes
sistemas de transporte de sémen utilizados, o
sémen transportado na BotuBOX, atingiu a
temperatura de 18°C, enquanto que o sémen
transportado na BotuFLEX®, atingiu temperatura
de 12,5°C. Graham (1996) relata que para
minimizar os efeitos deletérios gerados pela
congelacdo ¢é preciso controlar a taxa de
resfriamento e utilizar um diluente que contenha
lipideos (gema de ovo). Destaca ainda que se o
resfriamento for feito de maneira inadequada,
ocorrera no espermatozoide o choque-frio, o que
induz danos irreversiveis ao espermatozoide,
alterando padrdes de motilidade, reducdo do
metabolismo e danos ao acrossomo e membrana
plasmatica.
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Os dados da analise cinética espermatica
nas amostras do sémen diluidos nos TRIS e
BotuBOV®, submetidas ao transporte prévio a

Tabela 2.

Parametros de cinética espermatica

(médiatzdesvio-padrado)
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congelacdo nos sistemas BotuBOX e BotuFLEX
estdo apresentados na Tabela 2.

avaliados pelo método

computacional CASA do sémen criopreservado nos meios diluentes TRIS e BotuBOV' e acondicionados nos
sistemas de transporte refrigerado BotuBOX_ e BotuFLEX "

Parametros BotuBOX~ BotuBOX~ BotuFLEX BotuFLEX
de + + + +
cinética espermatica TRIS BotuBOV’ TRIS BotuBOV’
MT (%) 9+10.8c 21.2+21.6bc 25+18.7b 47.3+22.92
MP (%) 5.9+7.4c 16+15.7b 17.8+12.9b 37+18.12
VAP (um/s) 60.2+27 69.422.7 70.6+20.3 76.4+25.1
VSL (um/s) 47.6+21b 58.5+19.3a 57.1+16.6a 65.1+21.32
VCL (um/s) 106.3+49.8 115.9+38.9 118.4+33.6 121.1+40.4
ALH (um) 5.1+2.8 4.9+1.8 5.1+1.5 4.6+1.5
BCF (Hz) 21.5+10.9b 26.2+9.3ab 2348.4ab 3048.32
STR (%) 69.5+29 77.3+23.8 76.8+20.3 80.5+21.1
LIN (%) 41.3+18.8 50.4+16.1 47.8+13.2 53.1+14.5
RAP (%) 6.9+9.1c 19.8420.8b 22.9+17.2b 44.5+22.22

Letras minusculas diferentes na linha, diferem entre si com P<0,05, pelo teste de Tukey; MT (motilidade espermatica
total), MP (motilidade espermatica progressiva), VAP (velocidade de trajeto), VSL (velocidade linear), VCL (velocidade
curvilinear), ALH (deslocamento lateral da cabeca), BCF (frequéncia de batimento da cauda), STR (retilinearidade), LIN

(linearidade) e RAP (espermatozoides rapidos).

Para MT (%), a populagdo de células em
movimento com velocidade minima determinada
pelo equipamento (VERSTEGEN et al., 2002) e MP
(%), se refere as células espermaticas que estdo
se movendo progressivamente (VERSTEGEN et
al., 2002) houveram diferengas (p<0,05) entre as
associacbes, sendo superior ao utilizar o meio
diluente BotuBOV' no sistema de transporte
refrigerado BotuFLEX" quando comparados aos
demais, e a associacao entre o TRIS e BotuBOX"
apresentou menores porcentagens. Celeghini et
al. (2008) comparando os resultados de MT e MP
entre os meios diluentes BotuBOV® e Bioxcell,
observaram a superioridade do meio BotuBOV®, e
sugere que esse resultado possa estar
relacionado com o aumento da motilidade em
diluentes com maior densidade, cuja na
formulagdo tenha gema de ovo. No entanto, no
presente experimento, os dois diluentes sdo a
base de gema de ovo, o que nos faz sugerir que
exista algum componente no diluidor BotuBOV"
que estimule a motilidade.

Para os valores de VSL na associa¢do de
TRIS e BotuBOX' foi inferior as outras associacoes
(p<0,05), e o associacdo entre BotuBOV® e
BotuFLEX" gue apresentou maior velocidade
linear. Esse parametro representa a velocidade
média em funcdo da linha reta estabelecida entre
o primeiro e o ultimo ponto da trajetéria do

espermatozoide (VERSTEGEN et al., 2002). Esses
resultados corroboraram com Verberckmoes et
al. (2005), que também apresentou valores
aumentados de VSL e BCF, e afirma estar
relacionado com o maior vigor e retilinearidade
dos espermatozoides criopreservados. Sugerimos
gue a composicdo do meio diluente TRIS e o
sistema de transporte refrigerado de sémen
BotuBOX’, ndo foram eficientes para suprir a
demanda de energia necessaria para os
processos de refrigeracdo, congelacdo e pOs-
descongelagao.

Para BCF, que representa o nimero de
vezes que a cabega dos espermatozoides cruza a
direcdo do movimento (VERSTEGEN et al., 2002),
houve diferenga (p<0,05) na combinagdo do
BotuBOV® com BotuFLEX®, sendo esse valor
superior quando comparado a utilizagdo do meio
diluente TRIS com a BotuBOX'. Verstegen et al.
(2002), ressalta a alta correlagdo positiva com
BCF e a taxa de prenhez em bovinos. Em seu
experimento, Crespilho e Papa (2006), destacou
que valores superiores de BCF, STR e VSL foram
encontrados no sémen bovino criopreservado no
diluidor BotuBOV' o que indica que os
espermatozoides congelados com esse diluidor
apresentam seus movimentos com linearidade
superior quando comparado ao diluidor TRIS-
gema de ovo-frutose. Sugerimos que esse
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diluente possua algum componente que estimula
o batimento flagelar, visto que as amostras
congeladas com diluidor TRIS ndo apresentaram
resultados  superiores  significamente ao
BotuBOV".

Houve diferenca significativa para RAP,
entre os meios diluente e sistemas de transporte,
no qual, na associa¢cdo do meio BotuBOV' com a
BotuFLEX', foi maior (p<0,05) quando comparado
ao TRIS transportado na BotuBOX". O que
corrobora aos resultados de maior batimento
flagelar, maior motilidade total, maior motilidade
progressiva e maior velocidade progressiva.

CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados,
podemos concluir que o diluidor comercial
BotuBOV~ em associacdo ao sistema de
transporte refrigerado de sémen BotuFLEX', foi
considerada pela andlise computadorizada de
sémen (CASA), a melhor associacdo quando se
refere a cinética espermdtica para a
criopreservagao de sémen bovino, pois preservou
melhor a motilidade espermatica e a
porcentagem de espermatozoides rapidos.
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