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RESUMO

SIQUEIRA, Jeanne Broch, M. S., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2004.
Relacdo da fertilidade de sémen bovino congelado com testes de avaliacdo
espermética “in vitro”. Orientador: José Domingos Guimardes. Conselheiros:
Eduardo Paulino da Costa e Ciro Alexandre Alves Torres.

O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo entre os testes complementares (teste
hiposmdtico - teste HO, teste de termo-resisténcia lento - TTR e teste de reacéo
acrossbmica - RA) com os testes de avaliagBes convencionais (aspectos fisicos e
morfol 6gicos) de sémen bovino congel ado/descongelado, relacionando os valores com
os indices de prenhez. Utilizou-se 23 partidas de sémen congelado/descongelado de 13
touros adultos da raca Nelore. O sémen foi coletado e diluido em meio tris-gema de
ovo, envazado em palhetas finas (0,25 mL) com concentracdo de 25 x 10°
espermatozdides total por dose. A avaliacdo fisica do sémen congtituiu-se de
motilidade espermdtica progressiva retilinea e vigor espermético pos-
descongelamento. Os defeitos espermaticos foram classificados em maiores, menores
e totais. Para o teste HO, 20nmL de sémen congelado/descongelado, foi adicionado a
1,0 mL de uma solucdo de frutose na concentracdo de 100mOsm/L previamente
aquecida a 37°C, e posteriormente incubado por uma hora. O TTR consistiu em
submeter as partidas de sémen pds-descongelamento a incubacdo em banho Maria a
37°C durante 3 horas(TO: 0 hora; T1: 60 minutos; T2: 120 minutos; T3: 180 minutos),
avaliando-se a motilidade e o vigor espermatico. Para realizacdo do teste de reacéo
acrossbmica foi utilizada a técnica do Naftol amarelo/eritrosina B para identificar a

porcentagem de espermatozéides com acrossoma reagido apdés o processo de
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congel amento/descongel amento. Realizou-se a correlacdo simples de Pearson entre os
testes HO, TTR e RA com a motilidade espermatica pds-descongelamento e a taxa de
prenhez. A taxa de prenhez entre partidas dentro e entre touros foi avaliada pelo teste
de Qui-quadrado a 5% de probabilidade de erro. Andlise de regressdo logistica foi
efetuada no intuito de avaliar os efeitos fixos tais como: efeito do touro, partida, retiro,
status reprodutivo e inseminadores. Os valores médios da motilidade espermatica
progressiva retilinea pés-descongelamento avaliados pelo TTR foram de 53,48% (T0),
43,69% (T1), 35,88% (T2) e 33,04% (T3). A porcentagem de células reativas ao teste
HO encontrada foi de 37,89%. Correlacdo positiva e de média intensidade foi
encontrada para a motilidade espermética progressiva retilinea pos-descongelamento e
o teste HO (0,21). Entretanto, a correlagdo da motilidade no T3 com o teste HO foi
ata (0,64), demonstrando que os espermatozéides que mantiveram a integridade de
sua membrana plasmética apds a criopreservacdo, permaneceram viaveis por mais
tempo. A porcentagem de células que apresentaram acrossoma reagido pés-
descongelamento foi de 9,85%. Correlacdes negativas de média e alta intensidade (-
0,25 e -0,46, respectivamente) foram encontradas para o teste de reacdo acrossdmica
com a motilidade espermatica progressiva retilinea pos-descongelamento e apos 3
horas de incubacdo. N& houve corredlacdo (p>0,05) do TTR, teste HO, RA e
motilidade pos-descongelamento com a taxa de gestacdo. Nao houve neste estudo, um
parametro que considerado isoladamente, avaliasse a capacidade fertilizante do sémen,
visto que a viabilidade espermética € uma questdo multifatorial associada a
caracteristicas de integridade estrutural e funcional de seus componentes. Portanto, as
caracteristicas estudadas, ndo podem ser consideradas isoladamente para avaliar com
acuracia, a capacidade fertilizante do sémen congel ado/descongel ado.
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ABSTRACT

SIQUEIRA, Jeanne Siqueira, M. S., Universidade Federal de Vigosa, March 2004.
Relationship of bovine frozen semen fertility with “ in vitro” spermatic
evaluation. Advisor: José Domingos Guimardes. Committee members: Eduardo
Paulino da Costa and Ciro Alexandre Alves Torres.

The objective of this study was evaluate the relationship between complementary tests
(hypoosmotic swelling test - HOST, thermo resistance test - TRT, and acrossome
reaction test — AR test) with the conventional evaluation tests (physica and
morphologic aspects) of bovine frozen/thawed semen, the values were correlated with
the conception rate. Twenty-three frozen specimens from 13 Nelore bulls were used.
The semen was collected and diluted in standard egg yolk, packing in 0,25mL straws
with concentration of 25 x 10° viable spermatozoa per by pallet. The physical
evaluation of the semen was constituted of post-thawed spermatic motility and vigour.
The spermatic defects were classified in mgor, minor and total defects. For HOST, 20
nL of frozen/thawed semen, was added to 1,0 mL of a fructose solution in the
concentration of 100mOsm/L previously heated to 37°C, later on incubation for one
hour. TRT consisted of submitting the post-thawed semen specimens to the incubation
in water bath at 37°C for 3 hours (TO: 0 hour; T1: 60 minute; T2: 120 minute; T3: 180
minute), being evaluated spermatic motility and vigour at each time (T). For the AR
test the technique of naphthol yellow and erithrosin B was used to identify the
percentage of spermatozoa with acrossome reacted after the frozen/thawed. To check
the correlations between HOST, TRT and AR test with spermatic motility and

pregnancy rate comparisons inside each bull and among different bulls were done by
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Qui-square at a significance rate of 5%. Analysis of regression logistics was made to
evaluating the fixed effects as. effect of the bull, frozen semen specimens, retreat,
reproductive status and inseminators. The average values for the spermatic motility of
frozen/thawed semen evaluated by TRT were of 53.48% (T0), 43.69% (T1), 35.88%
(T2), and 33.04% (T3). The percentage of reactive cells found in HOST was 37.89%.
Positive correlation of average intensity were found for spermatic motility post-
thawed and the HOST (0,21). Weak and positive correlation of the T3 motility with
HOST was high (0.64), demonstrating that the spermatozoa maintained the
functionality of its plasmatic membrane after the cryopreservation, stayed viable for
more time. The percentage of cells that presented acrossome reaction post-thawed was
9.85%. Negative correlations of average and high intensity (-0.25 and -0.46,
respectively) were found for acrossome reaction test and the spermatic motility post-
thawed and after 3 hours of incubation. No correlation (p>0,05) of TRT, HOST, AR
test and post-thawed motility with the conception rate was found. There was any
parameter which considered separately, could evaluate the fertilizer capacity of the
semen, since the spermatic viability is multifatorial question associated with the
characteristics of structural and functional integrity of their components. No
significant correlation (p>0,05) of TRT, HOST, AR test and post-thawed motility with
the pregnancy rate was found. The characteristics analysed may not be considered
alone to evaluate the fertilizing capacity of the frozen/thawed semen.
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1. INTRODUCAO

A gradativa melhoria nas condicdes de mangjo, aimentacdo e sistemas de
criagdo de bovinos, assim como a exigéncia de maior produtividade animal, tanto nos
rebanhos de elite, como nos de criagdo industrial para carne, tem imposto a crescente
necessidade de utilizacdo da inseminacdo artificial (IA). Estafoi a primeira biotécnica
utilizada comercialmente trazendo grande impacto nos sistemas de producdo animal.
Dentre as inUmeras vantagens de sua aplicacdo, podemos citar a facilidade de
comerciaizacdo e transporte, controle de doencas sexuamente transmissiveis e,
principalmente, 0 expressivo ganho genético. Desse modo, a qualidade do sémen
congelado/descongelado € um dos fatores que podem influir sobre o indice de
fertilidade de fémeas bovinas.

Esse quadro mostra claramente a necessidade de se adotar um método eficiente
para estimar a fertilidade de touros doadores de sémen (DEN DAAS, 1997). Sob este
aspecto, 0 desenvolvimento de provas laboratoriais visando avaliar com maior
acurécia o desempenho de partidas de sémen, tem sido a meta de numerosos
programas de pesguisa no campo da inseminagdo artificial. Assim, surgiram
recomendacfes de exames envolvendo a capacidade de resisténcia espermatica ao
caor (teste de termo-resisténcia) (ARRUDA, 1988); desenvolvimento de métodos de
coloracdo, que aumentaram as possibilidades de uma analise mais criteriosa da
integridade acrossomal dos espermatozéides (BRYAN e AKRUK, 1977); e a
utilizacdo de testes para avaiar a integridade funcional dos espermatozoides por meio
de solucBes hiposméticas (REVELL e MRODE, 1994), adém das avaiaches

convencionais de aspectos fisicos e morfol dgicos do sémen.



Relacéo positiva entre esses parametros permitira a utilizacéo destes testes para
estimar a fertilidade e caracteristicas zootécnicas de reprodutores bovinos ainda na
fase de avaliagdo durante a quarentena em centrais de inseminagao, evitando-se gastos
desnecessarios com a manutencéo de animais de baixa fertilidade nas Centrais de
Inseminacdo Artificial, e otimizando o tempo para a producéo de sémen de novos
reprodutores.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a relacdo entre os testes: hiposmatico
(avaiacdo da integridade funcional dos espermatozoides), de reacdo acrossomica e de
termo-resisténcia lento com os testes de avaliagdes convencionais (aspectos fisicos e
morfol6gicos) de sémen bovino congelado/descongelado. Desta forma, identificar os
testes complementares que possibilitem aumentar a acurécia na avaliagdo de sémen
congelado em predizer o potencial fecundante do sémen bovino criopreservado

correlacionados com os indices de prenhez.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A estrutura dos esper matozéides

Os espermatozéides originam-se dos testiculos a partir de células primordiais
da linhagem espermatogénica localizadas nos tubulos seminiferos, num processo
denominado espermatogénese. Do ponto de vista bioldgico, os espermatozéides
cumprem suas fungdes por meio da cauda (motilidade), acrossoma (atividade
enzimatica preparatoria da fecundacéo) e nucleo (transmissao do patrimdnio genético)
(MIESFILHO, 1987).

Morfol ogicamente os espermatozoéides podem ser divididos em duas estruturas
distintas. a cabeca e a cauda. A cabecga, cuja forma, tamanho e estrutura varia
enormemente entre as espécies, contém duas maiores regides. acrossoma e a pos-
acrossomal. Segundo BARTH e OKO (1989) podem ser distinguidas cinco
membranas na cabega dos espermatozoides. a plasmalema, a membrana acrossomal
externa e interna e a membrana nuclear interna e externa.

O acrossoma ou capa acrossomal é uma estrutura de dupla camada de
membranas que envolvem intimamente o nlcleo, situada entre a membrana plasmatica
e a porgdo anterior do nucleo. Contém glicoproteinas secretadas pelo reticulo
endoplasmatico e complexo de golgi, que sdo enzimas responsaveis pela penetracéo
dos espermatozdides no ovocito. Tal estrutura tem sido referida como um |isossomo
especializado com funcéo especifica de dispersar e dissolver a corona radiata e zona
peltcida do ovécito. Entre outras, a acrosina e a hialuronidase sdo as enzimas mais
importantes na penetragdo dos ovocitos (YANAGIMACHI, 1994; HAFEZ, 1995),
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sendo a hialuronidase, responsavel pela expansdo da camada intermediaria das células
do cummulus oophorus, e a acrosina envolvida nos estagios iniciais da reacdo
acrossbmica, reconhecimento, ligacdo e/ou penetracdo dos espermatozéides a zona
peltcida (BARTH e OKO, 1989).

A cauda dos espermatozoéides pode ser dividida em quatro regides distintas: o
colo ou pega de conexdo, a pega intermediaria, a peca principal e pecaterminal, todas
envolvidas por uma mesma membrana. O colo ou pega de conexao forma uma placa
basal que se gusta dentro de uma depressdo na superficie posterior da cabeca. A
juncéo da peca intermediaria com a pecga principal é feita por um anel denso aderido a
uma terminacdo abrupta da bainha fibrosa. A parte central da peca intermediaria
possui nove pares de microtibulos envolvendo dois filamentos centrais (axonema) e
circundados por nove fibras grossas ou densas. Recobrindo externamente a peca
intermedidria estdo numerosas mitocondrias, dispostas em forma de hélice envolvendo
as fibras longitudinais da cauda, as quais geram energia necessaria para a motilidade
espermatica. A pega principal, localizada posteriormente ao annulus, se estende até a
parte terminal da cauda e é composta centralmente do axonema e associacdes de fibras
grosseiras, que juntas possibilitam os movimentos contréteis da cauda. Finamente, a
peca terminal, posterior & membrana fibrosa, é constituida apenas pelo axonema
recoberto pela membrana plasmética ( BARTH e OKO, 1989; HAFEZ, 1995).

2.2. Membrana Plasmatica dos esper matozdides

A membrana plasmética € o componente estrutural mais externo dos
espermatozéides. Embora sgja continua sobre a superficie dos espermatozoides, a sua
natureza difere regionalmente. Os dois macrodominios de superficie (cabeca e cauda),
apresentam subdominios. Os demarcadores entre estes subdominios séo estabelecidos
durante o fina da espermatogénese e devem ser delineados por estruturas
especializadas dentro da membrana plasmética, como o “anel posterior” (juncéo da
cabeca com a peca intermediaria) e o “annulus’ (entre a peca intermediaria e a peca
principal) ou, onde relacdes morfol bgicas ndo sdo aparentes, a delimitacdo se faz por
diferencas nos componentes lipidicos (LADHA et a., 1997). KOEHLER (1985) em
estudo sobre dominios da membrana plasmatica dos espermatozdides descreve que a

estrutura eletrodensa denominada anel posterior, deve servir estruturalmente ou
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metabolicamente para isolar a cabeca da cauda dos espermatozéides. Nesta revisao
fica claso que a membrana que envolve a cabeca dos espermatozéides €
estrutural mente e funcionalmente diferente da que recobre a cauda.

A membrana plasmatica € composta de uma bicamada lipidica contendo
fosfolipidios, colesteral, glicolipideos e diferentes tipos de proteinas (ALBERTS et al.,
1997).

Trés classes principais de lipidios fazem parte das membranas: fosfolipidios
(fosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina), glicolipidios
e colesterol, sendo que dentre estes, os fosfolipidios sGo 0s mais abundantes. Estes
ultimos possuem uma cabega polar e duas caudas de hidrocarbonetos hidrofobicas. As
caudas usualmente sdo acidos graxos e podem diferir em comprimento. Uma cauda
geralmente tem uma ou mais duplas ligagbes cis (insaturada), enquanto a outra cauda
ndo as contém (saturada). Diferencas no comprimento e saturacdo das caudas de
acidos graxos sdo importantes, porque influenciam a capacidade das moléculas de
fosfolipiodios de agrupar-se umas as outras, e por essa razdo afetar a fluidez da
membrana (ALBERTS et al., 1997).

O estado rigido é favorecido pela presenca de écidos graxos saturados porque
as caudas hidrocarbonadas retas interagem muito favoravelmente umas com as outras.
Por outro lado, duplas ligagbes produzem flexBes nas cadeias de hidrocarbonetos,
tornando mais dificil o estabelecimento de uma organizacdo maior entre as cadeias de
acidos graxos de modo que a membrana permanece fluida a temperaturas mais baixas
(ALBERTS et a., 1997). A insaturacdo e 0 menor comprimento das cadeias lipidicas
aumentam a fluidez dos &cidos graxos e, geralmente, lipidios com essas caracteristicas
passam pela fase de transicéo a temperaturas menores que aqueles com cadeias longas
e saturadas (DARNELL et al., 1990).

O contetido de colesterol também influencia a fluidez da membrana por tornar
a bicamada lipidica menos deformavel e conseglientemente diminuir a permeabilidade
da bicamada a peguenas moléculas hidrossolUveis. Apesar do colesterol ter tendéncia
atornar as bicamadas lipidicas menos fluidas, nas atas concentragdes encontradas na
maioria das membranas plasméticas eucaridticas também impede as cadeias de
hidrocarbonetos de aproximar-se e cristalizar, desse modo impedindo possiveis
transicbes defase (ALBERTS et al., 1997).

Embora estgjam distribuidos em ambas as fases da membrana, cada tipo de

fosfolipidio apresenta preferéncia por um de seus lados. Fosfatidilcolina e
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esfingomielina se locadizan na face externa da membrana enquanto a
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e fosfatidilinositol no lado citosdlico. Condicbes
como o resfriamento, que ateram a orientacdo dos lipidios, podem afetar a
estabilidade da membrana ou induzir a um rearranjo (fase hexagonal-11) das moléculas
formando pontos de fragilidade, promovendo assim, permeabilidade excessiva ou
mesmo a ruptura da membrana (AMANN e GRAHAM, 1993). A fase hexagonal — Il
possui forma cilindrica, onde as cabegas dos grupos polares dos lipidios voltam-se
para o centro e as caudas hidrocarbonadas ficam orientadas para o exterior e constitui
a menor forma de agregacdo lipidica Essa estrutura fragiliza a barreira de
permeabilidade, mas pode ter uma importante funcéo durante a fusdo fisioldgica de
membranas como na reacdo do acrossoma e a fertilizagdo (HAMMERSTEDT et al.,
1990).

A composicéo proteica das membranas de regides diferentes varia mais que a
composicao de lipidios, refletindo a especializacdo funcional. Além disso, proteinas se
encontram adsorvidas na superficie da membrana ou em seu interior fazendo parte da
estrutura. As proteinas interligadas com os lipidios sdo classificadas como integrais ou
periféricas. As proteinas integrais sdo liberadas da membrana apenas por solventes ou
detergentes, sendo essenciais para sua estrutura (AMANN e GRAHAM, 1993;
LEHNINGER et a., 2000). As proteinas periféricas, por outro lado sdo sollveis em
diluidores seminais e &gua, sendo facilmente removidas. As proteinas integrais agem
COMO POros ou canais através da membrana, como receptores para outras moléculas ou
s80 encontradas entre as duas bicamadas da membrana (AMANN e PICKETT, 1987;
WATSON, 2000).

A membrana plasmatica comum apresenta cerca de 50% de sua massa
constituida por proteinas. Como os lipidios da membrana, as proteinas freqlientemente
tém cadeias de oligossacerideos ligadas a elas. Portanto, a superficie que a célula
apresenta para o exterior consiste em grande parte de carboidratos, que formam um
glicocdlix ou cobertura celular, exercendo fungdo primordial na interaco entre esta
célulae o ovaicito (ALBERTS et a., 1997; AMANN e PICKETT, 1987).

Os efeitos da criopreservacao e suas ateragdes diretas sobre a membrana dos
espermatozdides, em diversas espécies sdo descritas por KROGENAES et a. (1994),
MAXWELL e WATSON (1996), HOLT (1997), DEJARNETTE et a. (2000), HOLT
(2000), WATSON (2000). Adicionalmente, WATSON (1995) relatam alteragdes na

arquitetura mitocondrial e de nacleo em fungdo dos processos de congelamento e
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descongelamento do sémen, além do acometimento dos eventos de polimerizacdo e

despolimerizacdo de proteinas do citoesquel eto dos espermatozoides.

2.3. Mecanismo de lesdo celular durante o congelamento/descongelamento dos

esper matozoides

A criopreservagdo do sémen tomou impulso muito grande na década de 40,
apos a descoberta, da funcdo crioprotetora do glicerol (Polge 1985, citado por
OHASHI, 2001), o que permitiu a congelamento, com sucesso do sémen bovino.
Entretanto, mesmo as melhores técnicas atuais de preservacdo, alcangcam, em média,
cerca de 50% de viabilidade da populacdo espermética (WATSON, 1995),
dependendo de varios fatores tais como, qualidade do e€aculado, método de
congelamento (curva de congelamento), tipo de diluidor, tipo de envasamento (mini-
palheta, palheta média, ampola, pellets) e método de descongelamento (AMANN e
PICKETT, 1987; OHASHI, 2001), visto que, 0 processo de criopreservacdo inclui
desde a coleta e diluicdo do sémen, até a manutencdo da capacidade funciona da
célula, por determinado periodo de tempo, apdés o descongelamento (WATSON,
1995).

Os principais danos que os espermatozéides sofrem durante a criopreservacao
sd0 causados pela mudanca de temperatura, pela formagdo de cristais de gelo
intracelular e extracelular, desidratacéo intracelular, alteracdes na membrana celular
como conseqiiéncia da desidratacéo e transito de moléculas através da membrana
durante o descongelamento (AMANN e PICKETT, 1987). WATSON (2000) ainda
cita 0 estresse osmdético e tdxico causado pela exposicdo dos espermatozdides a altas
concentracoes de crioprotetores.

Quando os espermatozdides sdo submetidos ao choque térmico ocorre
mudanca irreversivel que se caracteriza pela perda réapida de motilidade, por
movimento anormal (circular ou para tras), danos no acrossoma e na membrana
plasmética (aumento na permeabilidade), reducdo do metabolismo e perda de
componentes celulares (GRAHAM, 1996). Estas mudancas ocorrem durante a fase de
transicdo, que se caracteriza pela passagem da membrana plasmatica do estadio
liquido para o estadio cristalino (fase de gel), devido a ateracdo na forma das
moléculas de fosfolipidios induzidos pelo resfriamento (AMANN e PICKETT, 1987).
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Estas alteracbes impossibilitam os fosfolipidios a moverem lateralmente, resultando na
formacdo de dominio cristalinos, com pequenas regides de lipidios no estadio liquido
onde ficam aderidas as proteinas. Esta agregacdo protéica resulta no aumento da
permeabilidade da membrana e decréscimo da atividade metabdlica. Lesdes causadas
pelo choque térmico podem ser reduzidas pelo resfriamento lento do sémen e pela
adicéo de meios diluidores.

Se os periodos de resfriamento e equilibrio forem controlados, os
espermatozdides, ao invés de sofrerem choque térmico sofreriam modificactes
graduais na membrana plasmética e de fluxos iénicos, que confeririam as células
maior resisténcia durante o congelamento. Adicionalmente, os fosfolipidios da gema
de ovo (componente do diluidor), interagem com os lipidios da membrana plasmética
dos espermatozdides conferindo-lhes maior resisténcia ao choque térmico e auxilio na
preservacdo da integridade celular, durante a preservacdo do sémen (WATSON,
1995).

Os eventos fisicos que ocorrem nas células dependem da velocidade de
congelamento. Quando o processo de congelamento € muito lento, ocorre a
congelamento da agua extracelular com a consequente concentracdo de soluto,
deixando as células momentaneamente em meio hipertdnico, fazendo com que percam
agua rapidamente, o que induz a0 aumento na concentracdo de soluto intracelular,
promovendo a morte celular por desidratacdo. Por outro lado, quando as células sdo
congeladas rapidamente, ndo ha perda suficiente de agua, porém, ha formacdo de
cristais de gelo intracelular, causando, conseqientemente, lesbes nas estruturas
celulares, fato que compromete a fungdo celular (MAZUR, 1984; WATSON, 1995).

Portanto, € necessaria uma curva de congelamento que evite esses dois
extremos, ou sgja, ndo muito lenta nem muito répida, prevenindo, desse modo, que
grande nimero de células sgjam afetadas durante o processo. Dependendo da curva de
congelamento utilizada, sera escolhida a curva de descongelamento. Se o0s
espermatozéides forem congelados lentamente, deverdo ser descongel ados lentamente
para ter tempo de se reidratar. Por outro lado, se foi utilizada uma curva de
congelamento répida, o descongelamento deverd ser rdpido, visando impedir o
fenbmeno da recristalizacdo migratdria, que consiste na formacdo de gelo intracelular
a partir de pequenos cristais de gelo que se reestruturam em cristais maiores (migracéo
decristais) (Leibo e Bradley, 1999, citado por OHASHI, 2001).



Para 0 congelamento de sémen bovino, esta curva ja estd bem definida e
consiste basicamente em baixar a temperatura do sémen a uma velocidade de 0,3 —
0,5°C minuto até o sémen atingir 4°C, o que se consegue deixando o sémen, que foi
diluido a 32°C, a uma temperatura de 4°C, durante 3 — 4 horas (tempo de resfriamento
e equilibrio), onde o sémen diluido leva cerca de 90 minutos para atingir atemperatura
de 4°C, permanecendo nesta temperatura o tempo restante. Posteriormente, o sémen é
transferido para o vapor do nitrogénio liquido a uma temperatura aproximada de
150°C negativos por 15 minutos e logo apds mergulhado em nitrogénio liquido, onde a
temperatura € de 196°C negativos, concluindo-se 0 processo de congelamento
(OHASHI, 2001).

A criopreservacdo promove modificagdes na membrana plasmética dos
espermatozéides, aterando sua permeabilidade e tornando-a mais susceptivel a
peroxidacdo lipidica. A diferenca de temperatura e osmolaridade entre 0 meio de
congelamento e os espermatozbéides promove grande variagdo no volume de agua
celular, gerando um mecanismo de estresse na membrana celular. A fase de transicéo
durante o congelamento atera a ultraestrutura da membrana plasmatica criando
regides livres de particulas/proteinas, reduzindo sua crioprotecdo. A reorganizacdo da
membrana lipidica dos espermatozdides parece perturbar as integragdes lipidio-lipidio
ou lipidio-proteina necessarias para o perfeito funcionamento da membrana. Além
disso, as alteracbes na membrana plasmatica favorecem a perda de enzimas e cétions,
principamente quando os espermatozdides sofrem choque térmico (frio), levando a
danos irreversiveis na motilidade espermética progressiva, atividade metabdlica e
permeabilidade seletiva ao calcio. A criopreservacdo eleva os niveis de cécio
intracelular, assm como a capacitacéo (WATSON, 2000).

Em consequéncia da desestabilizacdo das membranas pelo resfriamento ou
criopreservacdo, ocorre a reacdo acrossOmica e capacitacdo desordenada. As
membranas sofrem mudancas na fluidez semelhantes as que ocorrem durante a
capacitacdo, ou sgja, tornam-se permeavels aos ions calcio, 0S quais S80 Necessarios
para a capacitacdo e reacdo acrossomica (WATSON, 1995).



2.4. Capacitacdo Esper matica e Reacao Acrossdmica

Os espermatozoides localizados nos epididimos sdo capazes de fecundar, mas,
ao entrar em contato com o plasma semina durante a gaculacdo, a membrana
plasmética dessas células sdo recobertas por proteinas (fatores decapacitantes), que
provocam alteragdes metabdlicas e bioguimicas em sua estrutura (YANAGIMACHI,
1994). Estas proteinas sdo denominadas Heparine-Binding Proteins (HBP, ou BSP em
bovinos) porque se ligam a heparina. Desta forma, os espermatozoides de mamiferos
recém gaculados sd0 incapazes de sofrer a reagdo acrossoOmica e de penetrar no
ovocito (GILBERT, 1994).

Para adquirir novamente o potencial de fecundacdo, os espermatozéides de
bovinos precisam passar por uma série de mudancas fisioldgicas e bioquimicas no
Orgdo genital feminino, denominadas de capacitacdo espermética e reacdo acrossomal
(YANAGIMACHI, 1994).

O termo capacitagéo foi introduzido por Austin em 1952 e refere-se ao fato
de que os espermatozdides precisam permanecer no 6rgdo genital feminino por um
certo tempo para gue sejam capazes de penetrar nos ovocitos (SHAMSUDDIN et a.,
1996). A capacitacdo espermaética consiste de um conjunto de ateracBes (sem
mudangas morfologicas visiveis) que envolvem desestabilizacdo da membrana
plasmatica. Entre essas alteragdes incluem-se: decréscimo na rigidez da membrana
associada com o efluxo de colesterol, redistribuicdo do contelido de fosfolipidios da
membrana (PATRAT et a., 2000), aumento na fosforilacdo da proteina tirosina
(BREITBART, 2002), alteragdes nas glicosaminoglicanas, influxo de ions célcio (para
liberacdo durante a reacdo acrossbmica), aumento do nivel de AMP ciclico e pH
intracelular, e modificacdes de algumas atividades enziméticas, principalmente a
proteina quinase C (PARRISH, 1999).

Todos esses processos desencadeiam uma cascata de eventos bioquimicos que
culminam na hiperativacéo do flagelo e na reacdo acrossomica (YANAGUINACHI,
1994).

A fluidez da membrana e o estado de capacitacdo espermatica Sa0
determinados pela razéo colesterol/fosfolipidio da membrana plasmética dos
espermatozéides (quanto menor a propor¢do, mais fluida € a membrana). A queda na
proporcdo de colesterol/fosfolipidio diminui a microviscosidade, afrouxa o
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empacotamento de fosfolipidios na membrana, e permite maior influxo de Célcio
(CROSS, 1998). Além disso, a perda do colesterol permite o aumento do pH
intracelular (de 6,7 para 6,92) fazendo com que o acrossoma se torne responsivo. Ha
elevacdo dos niveis de bicarbonato intracelular, implicando no aumento da
concentracdo de ions de calcio e ativacdo da adenilatociclase (FRESCH e GADELLA,
2000; BREITBART, 2002). Ainda, existem indicios de que a proporcéo colesterol:
fosfolipidios tém influéncia na duracdo da capacitacéo, desta forma, espermatozdides
com menor propor¢do colesterol/fosfolipidio na membrana se capacitam mais rgpido
(WATSON, 2000).

O processo de capacitacdo espermética varia quanto a duracéo (entre espécies,
individuos e dentro de uma mesma populacdo espermatica) e ao local onde ocorre a
gjaculacdo. Nos animais em que a deposi¢ao do sémen se faz na vagina, a capacitagcdo
inicia-se na cérvice ou muco cervical e completa-se no Utero; se a gjaculacdo for intra-
utering, o local mais provavel seria a tuba uterina (GUERRA e PETERS, 1994). Séo
considerados fatores capacitantes do Orgdo reprodutor feminino: enzimas,
glicosaminoglicanas (GAGs), catecolaminas (por exemplo, epinefrind), taurina e

hipotaurina (atuariam modificando o transporte idnico na membrana plasmética).

Durante a capacitacdo, 0 acrossoma ndo sofre alteracdo morfol bgica, entretanto
a proacrosina é convertida em acrosina pelos GAGs no fluido uterino. Os GAGs
podem ser encontrados nas secregdes dos Orgdos genitais da fémea e no fluido
folicular entre as células do cumulus oophorus e a superficie da zona pellcida; sua
composi¢ao e concentragdo variam durante o ciclo estral, sendo mais concentrado no
estro que na fase litea. Os GAGs influenciam na adesdo, proliferacdo, migracdo e
diferenciacdo celular; induzem a capacitacdo in vivo (modifica diretamente a
membrana plasmética e estimula a incorporagio de Ca") e estimula a atividade da
fosfolipase A, dentro da membrana, aumentando as concentracdes de lisolipidios na
membrana, que tornam a membrana instdvel e mais fusogénica. Entre os GAGs, a
heparina € o mais potente em causar capacitacdo e conseqliente reacdo acrossdmica.
Os espermatozéides se ligam a porcdo sulfato do aminoaglcar da heparina e a
desulfatacdo da heparina a inativa biologicamente no final da capacitacdo (COX,
1990).

A reacdo acrossdmica € o estagio seguinte a capacitacdo e, tem como funcéo
basica, permitir que os espermatozoOides, a0 reagirem, possam penetrar na zona
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pellcida, fundindo-se a membrana do ovécito (YANAGIMACHI, 1994). Este
processo, caracteriza-se por pontos multiplos de fusdo entre a membrana plasmética e
a membrana acrossomal externa. A medida que a reacdo acrossdmica progride,
formam-se orificios que permitem o efluxo de enzimas acrossomais, principa mente
acrosina e hialuronidase envolvidas na penetracdo no ovécito (YANAGUIMACHI,
1989). Este processo € chamado de verdadeira reacéo acrossoma (BEDFORD, 1983;
THERIEN et al., 1995), e os locais onde estas fusdes se iniciam s30 aguelas onde a
membrana acrossomal externa é menos estéavel e onde hd maior quantidade de sitios de
ligacdo parao cacio (YANAGIMACHI, 1994).

In vivo, a reac8o acrossdmica € induzida por glicoproteinas da zona pellcida
(ZP3) que agem como um ligante para os receptores de membrana plasmatica dos
espermatozéides. Embora a zona pellcida sgja o principal indutor fisioldgico da
reacdo acrossdmica, acredita-se que a progesterona, secretada pelas células do
cumulus oophorus e presente no fluido folicular, também seja importante para o
processo de exocitose. Os mecanismos pelos quais a zona pellcida e a progesterona
induzem a reacdo acrossbmica envolvem receptores de membrana plasmatica
(receptores para ZP3 e para progesterond) e sinas intracelulares mediados pelo
aumento das concentracdes intracelulares de Ca®* (PATRAT et al., 2000).

A ligacdo da ZP3 com o espermatozoide provoca uma despolarizacdo de sua
membrana abrindo os canais para influxo de célcio, que € um passo essencia para a
reacdo acrossomal nos espermatozoides de mamiferos. Este processo inativa a bomba
de sodio-potassio-ATPase, resultando em um aumento do sodio intracelular,
promovendo o efluxo do ion hidrogénio, levando ao aumento do pH intracelular
(YANAGIMACHI, 1994). Existe, também, um influxo de &gua com conseqiiente
aumento da pressdo hidrostética, auxiliando o inicio do processo de reacdo

acrossdmica culminando na exocitose do contelido acrossomal (SILVA, 1998).

2.5. M étodos de avaliacao esper matica pés-descongelamento

Para serem férteis, os espermatozoides devem ser capazes de expressar varias
caracteristicas, em uma determinada ordem e tempo. Além disso, nimero suficiente de
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espermatozéides férteis deve estar presente na proximidade dos ovdcitos, para
ocorréncia da fecundagdo. Sendo que estes devem apresentar pelo menos quatro
atributos basicos pds-descongelamento, tais como: metabolismo para producdo de
energia; motilidade progressiva; enzimas acrossomais intactas, necessérias para a
penetracdo dos espermatozdides através das estruturas que circundam o ovocito;
proteinas da membrana plasmética, importante para a sobrevivéncia dos
espermatozdides no trato reprodutivo feminino e para ajuncdo dos mesmos ao ovocito
no momento da fertilizagdo (AMANN e PICKET, 1987).

Por ser uma célula complexa, o espermatozoide se tornainfértil quando um dos
varios fatores bioguimicos ou morfologicos se encontra afetado. Normalmente, a
avaliacdo de somente um destes aspectos ndo garante a condicdo de normalidade dos
outros, sendo que a combinacdo de varios fatores em uma andlise multifatorial, seria
mais apropriado para diagnostico da funcionalidade e integridade do espermatozéide
(MELO, 1999).

Paré@metros convencionais utilizados na avaliagéo espermatica (nimero total de
espermatozéides moévels, motilidade progressiva e morfologia) tém se mostrado
limitados quando a capacidade de predizer o potencial de fertilidade do sémen. Um
nico teste é pouco eficaz devido ao fato que cada espermatozdide apresenta multiplos
compartimentos subcelulares com diferentes funcdes a serem avaliadas (SANTOS,
2003).

Além dos pardmetros espermaticos convencionais utilizados na avaliacdo do
sémen, outros testes vém sendo Uutilizados (testes de termo-resisténcia, teste
hiposmatico e teste de reacdo acrossdmica) para identificar e avaliar os fatores que
interfferem na manutencdo de sua integridade fisica e funcional. Desta forma, a
predicdo da capacidade fecundante de amostras de sémen pode ndo ser precisa com a
realizacdo de um unico teste in vitro, porém quando os métodos in vitro sdo usados em
conjunto, aumenta-se a acuracia em predizer o potencial de fertilidade do sémen
criopreservado (SIKKA, 1996)

O emprego de sémen congelado/descongelado em programa de 1A, que
consiste no método de andlise in vivo, € o melhor méodo para avaiar se o0s
espermatozéides  criopreservados  mantiveram  essas  caracteristicas e,
conseguientemente, seu potencial fértil (ENGLAND, 1993). No entanto, as andlisesin
Vivo reguerem numero grande de animais para serem avaliadas e também dependem

do controle de variedade de fatores que vao muito além da qualidade seminal. Entre
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esses fatores podem ser incluidos o nimero de doses/estro e o volume de sémen ideal
para realizacdo da inseminacdo, bem como o nimero de inseminagdes; o loca de
deposicdo do sémen no Utero; 0 momento ideal de inseminacdo, considerando-se o
ciclo estral efatoresindividuais dos cées (FARSTAD, 1996).

2.5.1. Caracteristicas fisicas e morfol6gicas do sémen

O espermiograma consiste no acompanhamento periodico do nimero de
espermatozdides por eaculado, motilidade espermatica progressiva e morfologia
espermética, conjugados com outros exames mais complexos. Torna-se possivel a
comparagado entre varios gjaculados coletados em intervalos regulares e também o
estabelecimento de uma curva de producdo gamética de um determinado reprodutor.
Esse acompanhamento € importante, pois permite o diagnostico diferencial entre
diversas patologias do sémen como degeneracdo testicular, hipoplasias, disfuncdes
epididimérias e outros problemas reprodutivos (VALE FILHO, 1982).

Os critérios de avaliacdo convencional do sémen congelado seguem os padrdes
preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Anima (HENRY e NEVES,
1998), onde os reprodutores sdo selecionados como doadores de sémen baseado,
principalmente, nos aspectos fisicos e morfol6gicos do sémen. Para o julgamento de
sémen congelado, adotou-se como pardmetros a concentracdo espermatica da dose,
motilidade espermética progressiva retilinea, o vigor, o total de espermatozoéides
anormais e percentuais de defeitos maiores, estes Ultimos dependentes da concentracéo
de espermatozéides com motilidade progressiva presente na dose (Tabela 1).

A motilidade espermaética representa a percentagem de espermatozoides com
movimentos progressivos, em cuja avaliacdo deve-se excluir os espermatozoides com
movimentos circulares e vibratorios (OHASHI, 2001). E um processo que requer a
maior demanda de energia e apresenta uma correlagdo positiva com as concentragcdes
de ATP (cuja sintese esti associada a capacidade funcional da mitocondria)
(JANUSKAUSKAS e RODRIGUES-MARTINEZ, 1995).
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Tabela 1. PadrBes para desclassificacdo de sémen descongelado de doadores da

espécie bovina*

Parametros Valores
Volume da dose <0,25mL
Motilidade espermaética progressiva <30,0%
Vigor espermético <30
Para doses com 10 x 10° ou mais de esper matozéides com motilidade progressiva
Defeitos totais > 30,0 %
Defeitos maiores >20,0%

Para doses com 6 a 10 x 10° esper matozéides com motilidade progr essiva
Defeitostotais >20,0%

Defeitos maiores > 10,0 %

* Manual para Exame Androlégico e Avaliagdo de Sémen Animal (HENRY e NEVES, 1998).

O vigor é a forca do movimento dos espermatozéides que influencia a
velocidade de movimentacdo. Sua avaliacdo é dada numa escala que vai de zero a
cinco, sendo 1 para o gaculado que apresenta espermatozoides com movimentacdo
fraca e cinco para €aculados que apresentam espermatozoides com forte
movimentacao através do campo microscopico (OHASHI, 2001)

A motilidade e o vigor esperméticos sao critérios importantes na avaliacdo da
qualidade seminal, pois 0s espermatozGides precisam estar méveis e obterem hiper-
atividade, quando na tuba uterina, para alcancar 0 ovécito e penetrar nas suas camadas
de revestimento. Além disso, estes parametros sdo de grande importancia e podem
revelar, por si SO, a existéncia de disturbios bioquimicos no sémen, associados ou hao
com alteracOes da espermiogénese (FONSECA et al, 1992). No entanto, mesmo que a
estimativa subjetiva da motilidade, em um microscopio de contraste de fase,
demonstre repetibilidade, com um mesmo observador, torna-se dificil comparar entre
diferentes laboratorios (AMMAN, 1989).

BARTH e OKO (1989) descreveram a importancia da morfologia na
identificacdo dos estagios de normalidade da motilidade espermatica progressiva e da
producéo espermatica. Para os autores, a qualidade do sémen por meio do estudo da
morfologia das células espermdticas reflete a salde dos tubulos seminiferos,

epididimos e glandul as anexas.
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BLOM (1973) evoluiu o sistema de classificacdo das patologias esperméticas,
dividindo em dois grupos. defeitos maiores e defeitos menores. Neste sistema, 0s
defeitos maiores quando em porcentagens el evadas tém sido relacionados a disturbios
da espermatogénese, podendo ser relacionados quando em alta porcentagem, a
ateracOes dafertilidade ou infertilidade, enquanto que os defeitos menores podem néo
indicar defeitos na espermatogénese, em geral ndo afetando a fertilidade desde que ndo
alcancem niveis elevados.

FONSECA et a., (1992) baseado no sistema proposto por BLOM (1973)
sugeriram que sgja aceito, de cada classe, no maximo 20% de defeitos maiores e
menores sendo que o somatorio final nNdo deve ultrapassar o0 maximo de 30% de
patologias.

A evidéncia de relacdo entre morfologia espermética e fertilidade de touros
foi descrita primeiramente por Williams e Savage (1927) citados por varios autores
gue avaliaram sémen bovino tanto a fresco quanto criopreservado (RAO et al., 1980;
CASAGRANDE e ALMEIDA, 1981; SODERQUIST et al. 1997).

Entretanto, diversos autores tém relatado que estes parametros, embora
importantes, ndo podem avaiar conclusivamente a capacidade de fecundacdo do
sémen (AMANN, 1989; FAZELI et a., 1997; RODRIGUES-MARTINEZ et 4.,
1997), sobretudo quando se avalia 0 sémen descongelado e o relaciona com indices

obtidos a campo.

2.5.2. Testedetermo-resisténcia lento em sémen congelado/descongelado

O teste de termo resisténcia (TTR) foi proposto por DIMITROPOULOS
(1967) para a avaliacéo da fertilidade potencial de partidas de sémen congelado de
bovino e foi posteriormente, adaptado para as demais espécies. O teste consiste na
incubagao de uma amostra de sémen descongelado, em banho-maria, em temperatura e
tempo pré-determinados, de acordo com a espécie animal. A motilidade progressiva e
0 vigor espermatico s80 as caracteristicas seminais analisadas durante a execucéo do
teste (ZUCCARI, 1998). De acordo com HENRY e NEVES (1998) o sémen bovino
serd considerado de boa qualidade se a amostra submetida ao TTR apresentar ao final
do teste pelo menos 15% de motilidade espermética progressiva retilinea e 3 de vigor

espermatico.
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Muitas técnicas foram sucessivamente descritas, levando em consideracéo a
temperatura e o tempo de incubacdo das células espermdticas. As temperaturas
utilizadas pelos diversos pesquisadores oscilam entre 35 a 48°C. Para tempos de
incubagOes mais longos (3 a 28 horas) as temperaturas sdo geralmente mais baixas.
Por outro lado, nos tempos de incubagdes mais curtos (15 a 60 minutos), sdo utilizadas
as temperaturas mais elevadas (ARRUDA, 1988).

No caso dos bovinos, a grande aceitacéo do teste, ocorreu em virtude da sua
relacdo positiva e ata, com a fertilidade a campo, observada pela taxa de ndo retorno
aos 60 e 90 dias, com relacéo de 0,78 + 0,04 (DIMITROUPOLQOS, 1967). Diversas
pesquisas na espécie bovina sobre a relacdo existente entre os resultados do TTR e a
fertilidade in vivo foram realizadas (DIMITROPOULOS, 1967; ARRUDA, 1988;
SILVA, 2000). Outros trabalhos também foram desenvolvidos para determinar o
tempo do TTR para a espécie egiiina (ZUCCARI, 1998); testar diferentes diluidores
contendo antioxidante para sémen bovino (BORGES, 2003); e avaiar sémen
proveniente de animais que foram submetidos a insulacéo escrotal (BONILLA, 2003).

Adicionamente, pesguisas com sémen bovino, demonstraram que aguns
fatores influenciam os resultados do TTR devendo, portanto, ser considerados quando
da interpretacdo destes, como: método de congelamento (PICKETT et a., 1961);
efeito do gaculado (PINTO et a., 1978); efeito do reprodutor e do tempo de
incubacdo no teste (Jondet, 1980, citado por ZUCCARI, 1998) e efeito do meio
diluidor (CASAGRANDE e ALMEIDA, 1981).

O teste de termo resisténcia rapido aplicado na avaliagdo de sémen bovino
congelado constituiu-se como uma prova de grande aplicabilidade, especialmente por
sua correlagdo com fertilidade a campo. ARRUDA (1988) utilizou sémen
congel ado/descongelado, submetido as provas répida (45°C/ 1hora) e lenta (38° C/ 5
horas) de termo resisténcia, em fémeas da espécie bovina, verificando seus efeitos
sobre a fertilidade. Resultados satisfatorios foram alcancados nas taxas de prenhez
(TTR/R = 0,793 + 0,05 e TTR/L = 0,875 + 0,05), ndo havendo diferenca entre os
resultados obtidos em ambos protocol os de avaliagéo.

Estudo comparativo entre os testes lento e rdpido detectou uma correlacéo de
0,38 e, embora tenho sido constatado que em nlimeros absolutos um maior nimero de
amostras era condenado pelo TTR lento, os resultados levaram os autores a conclusdo
de que o TTR rapido poderia substituir o TTR lento, na avaliagdo das partidas de
sémen bovino congelado (BARNABE et al., 19814).
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Com o objetivo de avaiar a relacéo entre a taxa de gestacdo do rebanho, nos
regimes de monta natural e inseminacéo artificial, SILVA (2000) utilizou o TTR para
avaliar as caracteristicas qualitativas de sémen fresco e congelado/descongelado de
touros da raga Nelore. Verificou-se correlacéo, embora baixa, entre as avaliagbes do
teste de termo-resisténcia (TTR) e as taxas de gestagdo nos regimes de monta natural
(para sémen fresco) e inseminagdo artificial (sémen congel ado/descongelado). De uma
forma geral, as correlagdes simples entre as avaliagdes do TTR, as patologias
esperméticas e 0 nimero de espermatozoides aderidos in vitro foram baixas e nulas.

CASAGRANDE e ALMEIDA (1981) estudaram a longevidade dos
espermatozdides provenientes de partidas de sémen congelados com meios diluidores
diferentes. Nesta pesquisa foram utilizadas 53 partidas de sémen diluidas em citrato-
gema e 62 diluidas com lactose-gema, dos mesmos touros, com o objetivo de se
avaliar o TTR lento (38°C/ 5 horas) em funcéo do tipo de diluidor. Observaram que,
apos 5 horas de incubagdo, todas as partidas de sémen diluidas em citrato-gema
apresentaram motilidade espermaticaigual ou acima de 20%. Das partidas diluidas em
lactose gema, 34 apresentaram motilidade abaixo de 20%. Assim para o sémen diluido
em citrato-gema, o0 TTR é perfeitamente aplicavel. Entretanto no caso de sémen
diluido em lactose-gema sdo necessarios maiores estudos para a fixacdo de um valor
para 0 TTR, visto que possivelmente a degradacdo da lactose leva a formacéo de
substancias que in vitro exercem acdo espermatotoxica, colocando em divida a
validade do teste.

PINTO et a., (1978) estabeleceram uma comparacdo entre os resultados
obtidos com TTR entre animais Bos taurus e Bos indicus, mantidos em regime de
colheitas de sémen. Estudando 369 amostras (232 Bos taurus e 137 Bos indicus),
observaram que houve variagéo na frequéncia dos resultados, modificando de animal
para animal e de colheita para colheita. Determinados animais, embora apresentassem
as mais altas porcentagens de células viaveis logo apbs o descongelamento, tiveram,
no entanto, os maiores indices de queda apds o TTR. Outros tiveram baixos indices de
queda, ap6s o TTR, apesar de ndo apresentarem altas porcentagens de células vivas
apos o descongel amento.

A associacdo entre testes estruturais e funcionais é a tendéncia para o futuro,
pois 0 objetivo € obter resultados in vitro que apresentem alta correlagdo com as taxas
de prenhez. Nesse sentido, objetivando melhorar o controle do potencia de fertilidade

do sémen bovino em exames laboratoriais, 0 TTR veio oferecer ao técnico mais um
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subsidio para garantir, com certa seguranca, sobre a liberagdo de doses
industrializadas.

25.3. Avaliacdo da integridade funcional da membrana plasmética dos

esper matozoides (teste hiposmdético)

O teste hiposmético (teste HO) avalia se a membrana plasmética dos
espermatozdides estd funcionalmente ativa, caracteristica importante para 0s varios
eventos que acontecem durante a fertilizacdo (capacitacdo, reacdo acrossdmica e fusdo
dos espermatozdides com o ovécito) (JEY ENDRAN et al., 1984). Portanto, € esperado
que quanto mais espermatozoOides preservarem esta caracteristica melhor serd a
qualidade do sémen (NIE e WENZEL, 2001). Esta técnica caracteriza-se pelo
transporte de fluidos através da membrana plasmatica intacta dos espermatozéides sob
condicbes hiposmaticas até que o equilibrio entre os compartimentos seja a cancado.
Em solugdo hiposmética a célula espermética se expande devido ao influxo de fluidos,
predominantemente na regi&o das fibras da cauda. Com o inchaco das membranas, as
fibras da cauda dobram-se e enrrolam-se, sendo estas alteragdes facilmente observadas
em microscopio de contraste de fase. Os espermatozéides “inchados’ ou HO positivo
(responsivo ao HO) sdo classificados como sendo espermatozéides com membrana
plasmética intacta (DREVIUS, 1972; JEYENDRAN et a., 1984; INAMASSU et d.,
1999).

O teste HO tem sido um dos métodos utilizados para avaliar a integridade
funcional da membrana das céulas espermaticas em vérias espécies. humana
(JEYENDRAN et al., 1984), caprina (MARTINS, 2001), canina (BUENO, 2000;
OLIVEIRA, 2003), suina (VAZQUEZ et a., 1997), eqlina (NEILD et al., 1999;
MELO, 1999; NEILD et a., 2000; NIE e WENZEL, 2001; SNOECK, 2003;
SANTOS, 2003) e bovina (CORREA e ZAVOS, 1994; REVELL e MRODE, 1994;
CORREA et d., 1997 aeb; ROTA et a., 2000; BORGES, 2003).

Apesar de sua relativa simplicidade, varios pontos foram trabalhados para
torna-lo um teste de alta confiabilidade e de grande praticidade na execucdo. Dentre
€sses pontos, os autores tem discutido fundamentos bésicos como a solucéo ideal a ser

utilizada para cada espécie, escolhendo entre sais (citrato de sodio e cloreto de sddio) e
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acucares (frutose e sacarose) em diversas concentraces osméticas (50 a 300
mOsml/L). Para sémen congelado/descongelado de bovino foi preconizada por
REVELL e MRODE (1994) solucdo hiposmética a base de frutose e citrato trisddico
com 100mOsm/L.

Além disso, foi estudada a férmula ideal para ser utilizada como célculo de
formas reativas ao teste HO. Os trabalhos geralmente empregam a formula indicada
por JEY ENDRAN et al. (1984), uma férmula matemética direta, na qual se multiplica
0 numero de espermatoziides alterados apds a incubacdo por cem, e divide-se pelo
total de espermatozoides contados na mesma érea. E importante ressaltar que nesse
estudo as amostras de sémen com mais de 5% de espermatozéides com caudas
enroladas antes da incubagdo em meio hiposmético, ndo foram utilizadas. CORREA e
ZAVOS (1994) e VAZQUEZ et d (1997) utilizaram férmula de célculo de formas
reativas a0 meio hiposmético, semelhante a de JEYENDRAN et a. (1984), mas
subtrairam do valor final a proporcéo de espermatozéides com cauda semelhante a
reativa em uma amostra controle. Contudo, no trabalho de VAZQUEZ et a (1997),
esta amostra controle foi originada de incubacdo em solugdo isosmotica
(300mOsmol/L). Entretanto, MELO (1999) verificou que a incubagdo em solucéo
isosmaética ndo induziu a mudangas significativas na morfologia da cauda, o que foi
também confirmado por CAIZA DE LA CUEVA et al. (1997). Desta forma, ndo seria
necessario trabalhar na formula com sémen incubado a 300 mOsmol, podendo ser
considerado como grupo controle, a prépria avaliacdo do sémen para morfologia
espermatica. Com essa formula, diminui-se o erro de leitura e interpretacdo dos
resultados, simplificando o teste HO, aproximando-se mais do valor real de formas
reativas principalmente se tratando de eaculados com elevada porcentagem de
alteracOes naregido da cauda antes do teste HO (MEL O, 1999).

Em sémen humano, o teste HO vem sendo utilizado com o intuito de ajudar
nos problema de infertilidade. Foi desenvolvida uma técnica para selecionar
espermatozéides vidveis para injecdo intracitoplasmatica de espermatozéides (ICSl),
baseado no fenémeno de enrolamento da cauda em ambiente hiposmético modificado.
Espermatozoides foram expostos a um meio modificado de solucéo hiposmatica (para
gue 0s espermatozOides permanecessem viaveis apos incubacdo) e entdo injetado
dentro de ovdcitos de hamster, avaliando-se desta forma, o efeito do meio sob a
fertilizac8o, observando-se descondensacdo da cabeca do espermatozéide e a

formacao do pronucleo masculino (AHMADI, 1997). Em processo semelhante, LIU et
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al., (1997) também utilizaram o teste HO para selecionar espermatozoides humanos
para injecdo intracitoplasmética, utilizada como método de fertilizagdo. Nos dois
trabalhos, os autores concluiram que o teste hiposmético € um procedimento
recomendado para a selecdo de espermatozéides viaveis em homens apresentando
100% de células imoveis, para procedimentos de injecdo intracitoplasmética.

Espermatozoides criopreservados sdo particularmente susceptiveis a mudancas
nas condi¢bes osmaticas durante congelamento, descongelamento e processamento.
Desta forma, com o objetivo de avaliar os efeitos de vérias temperaturas durante o
descongelamento e processamento na ocorréncia de chogque osmatico, funcionalidade
da membrana plasmética e viabilidade espermatica, CORREA et al. (1996), avaliaram
varios métodos de descongelamento de sémen bovino e concluiram que, embora a
recomendacdo para 0S processos de descongelamento para espermatozoides
criopreservados envolva descongelamento a 37° C por no minimo 30 segundos (PACE
et al., 1981), nesse estudo o melhor método para descongelamento e processamento
dos espermatozéides foi 37°C por 10-15 segundos e transferidos para banho Maria a
21°C por 1-2 minutos, demonstrado por maior resposta ao teste HO incubados a 37°C.
Isto mostra que a adaptacdo e transicdo dos espermatozoéides a partir de condicles
isotbnicas pré-congelamento para exposicdo a condicdes hipertbnicas durante
congel amento/descongelamento € menos abrupta em temperaturas abaixo de 37°C, e
acima de 21°C. A prevencdo ao choque térmico resultou em aumento da resposta ao
TESTE HO e a manutencdo da integridade funcional da membrana plasmatica
(CORREA e ZAVOS, 1994). Segundo os autores, pode-se fazer aremocéo do glicerol
sem aumentar a incidéncia de choque osmdético e subseqUentemente reduzir a
integridade da membrana plasmética e sua viabilidade, uma vez que os métodos
permitem a transicgdo ndo abrupta entre ambientes hipertonicos e isotonicos
encontrados pelos espermatozéides durante os processos de descongelamento e de
fertilizac@o in vitro. Resultados semelhantes foram encontrados por CORREA et al.
(19974a) para sémen congelado/descongelado a 379/21° em diferentes temperaturas de
incubacdo durante o teste HO. Estes autores também concluiram que a
descongelamento a 37°C seguida por processamento a 21°C reduz os efeitos negativos
associados a0 choque osmético e resulta em prevencdo da integridade funcional da
membrana plasmética durante a manipulagdo in vitro do sémen bovino
congel ado/descongel ado.
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Varias associagdes tém sido feitas entre o teste HO e outros parametros
espermaticos. INAMASSU et al. (1999) relataram em cées, atas correlacfes entre
hiposmoatico e patol ogias esperméticas totais (0,87) e patologia de cauda (0,86), porém
baixa com a motilidade espermética (0,14). Esta baixa correlacéo € explicada pelos
autores como sendo devido a especificidade teste HO, pois 0 edema das células
espermaticas € indicativo da integridade e da funcdo das membranas espermaticas,
enquanto a motilidade depende ndo somente do transporte de substancias que
atravessam as membranas, mas também de um grande nimero de outras funcbes
bioquimicas, como o metabolismo espermatico e a agdo microtubular das fibras da
regido da cauda dos espermatozoides.

MELO (1999) observou vaores médios de relacdo entre o teste HO e a
motilidade espermatica (motilidade total = 0,57%; motilidade progressiva = 0,59).
CORREA e ZAVOS (1994) também relataram relacdo entre percentagem de
espermatozéides méveis e espermatozdides com cauda dobrada no teste HO (0,73).

O teste hiposmético é um teste simples, barato e prontamente aplicavel
juntamente com os exames de rotina utilizados para se avaliar a fertilidade de touros e
os danos de membrana dos espermatozOides induzidos pelos processos de
criopreservacao, porém, sO mensura uma Unica variavel: funcdo da membrana. Desta
forma, o teste HO pode dar resultados normais, mas outras anormalidades podem estar
presentes, inviabilizando os espermatozoides no processo de fecundacdo. Por essa
razdo, o uso do teste HO associado com as avaliagbes convencionais de sémen
congelado/descongelado tem sido sugerido por CORREA e ZAVOS (1994).
VAZQUEZ et al. (1997) concluiram que o teste HO utilizado em conjunto com outros
testes de integridade de membrana € importante para a deteccdo de espermatozéides
subvidvels em varroes.

Altas correlagdes entre teste hiposmatico e fertilidade de amostras de sémen
bovino congeladas/descongeladas foram verificadas em programas de inseminagéo
artificial (REVELL e MRODE, 1994; CORREA et a., 1997b). Entretanto, testes
realizados in vitro, observaram relaces baixas e negativas entre teste hiposmatico de
sémen congelado e fertilidade para sémen bovino (ROTA et al., 2000), e sémen fresco
de equino (NEILD et al., 2000).

NEILD et a. (2000), para avaliar a relagdo entre teste HO e fertilidade de
sémen fresco de equino, selecionaram dois grupos de garanhdes: 0s que apresentavam

fertilidade aceitével e os que apresentavam fertilidade duvidosa. Os resultados obtidos
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mostraram gue garanhdes com teste HO abaixo de 40% podem ter fertilidade
duvidosa. Neste estudo, a relacéo do teste HO com a motilidade foi alta (0,82), ndo
houve relacdo com a fertilidade (0,08) embora tenha demonstrado uma tendéncia a
correlacdo com o nimero de servicos por gestacéo (-0,40).
Relacionar os resultados do teste HO, com técnicas de coloracéo de exclusio

e de fluoresceina, para avaliar integridade estrutural e do comportamento da
membrana plasmética da cabeca e de diferentes compartimentos do mesmo, frente ao
processo de congelamento/descongelamento sd0 processos Vidveis que tem sido
desenvolvido por vérios autores.

DUCCI et a. (2002) avaliaram a resposta do sémen (fresco) de coelho ao teste
HO e sua combinagdo com corante supravital (HE-teste), avaliando conjuntamente a
membrana da cabeca e da cauda espermética. Os espermatozéides tiveram a seguinte
classificacdo: tipo 1. espermatozoides com caudas dobradas e cabegas ndo coradas =
membrana da cauda e da cabeca de boa qualidade; tipo 2: espermatozoides com cauda
dobrada e cabega corada = células com membrana da cabeca danificadas que perderam
rapidamente a integridade e permitiram a entrada do corante, embora a membrana da
cauda tenha respondido ao estimulo do hiposmético; tipo 3: cauda reta e cabeca corada
= egpermatozdides que apresentaram desordem da membrana plasmatica,
provavelmente devido a morte celular que permitiu a entrada do corante e levou a
incapacidade da membrana em responder ao meio hiposmético; tipo 4: caudas ndo
dobradas e cabegcas ndo coradas = células com membrana da cabeca intactas
estruturalmente mas incompetentes funcional mente no compartimento da cauda. Uma
relacdo positiva foi encontrada entre porcentagem de células tipo 1 e a motilidade
progressiva dos espermatozides 1ogo apds a gaculacdo e depois da incubacdo nos
periodos de 60 a 120 minutos. Isto ocorre, uma vez que, a motilidade dos
espermatozdéides também depende de transporte de componentes através da
membrana. Os espermatozoiides tipo 2 podem ser 0s responsaveis pela reduzida
fertilidade dos gaculados com altas porcentagens de células méveis. A relacdo entre a
porcentagem de espermatozOides moéveis e tipo 1 permite individuaizar uma
populacdo de espermatozoides que tem alto grau de resisténcia da membrana tanto da
cauda, necessario para 0 movimento da célula, e o compartimento da cabega,
reguerido para o sucesso da fecundagéo.

CORREA e ZAVOS (1994) apés redlizar o teste HO, coletaram uma aliquota

da solucdo e misturaram com eosina-nigrosina para verificar a integridade fisica da
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membrana dos espermatozoides que passaram pelo teste HO. Uma relacdo de 0,81 foi
encontrada entre a percentagem de espermatozoides com cauda dobrada com aqueles
com membrana intacta

A relagdo entre os dois métodos em sémen humano, embora significante, é
baixa r= 052 (JEYENDRAN et a. 1984). Possiveis razbes para esses
comportamentos sdo a presenca no teste HO de espermatozdéides de baixa qualidade
com membrana integra que exibem dobramento, e no teste de eosina de
espermatozdides mortos com membranas anatomicamente intactas. Desta forma, pela
combinacdo do corante supravital com o teste HO, os nimeros de falsos positivos
podem ser reduzidos (DUCCI et al., 2002).

Sendo assim, a viabilidade espermatica € uma questdo multifatorial e esta
vinculada a muitos atributos préprios dos espermatozéides tais como a integridade de
Seus componentes estruturais e de seu metabolismo. Deve ser lembrado que por se
tratarem de compartimentos diferentes, pode-se ter lesdo da membrana da cauda
enquanto a membrana da cabeca esta perfeitamente vidvel. Alternativamente é
possivel que algum ponto do procedimento para preservacao espermética, resulte em
lesdo da membrana da cabeca, sem alterar a membrana da cauda, resultando em
espermatozéides mdéveis, mas incapazes de penetrar no ovécito. Desta forma,
experimentos vém empregando a associagdo de testes in vitro diferentes com o
objetivo de identificar o grau de associacdo que se deve esperar entre funcionalidade
da membrana plasmética da cauda, avaliada pelo teste HO, e integridade estrutural da
membrana plasmética da cabeca dos espermatozoides, avaliada pelos testes de
coloracdo de exclusdo e de fluorescéncia, além de associar estes achados com os testes
convencionais de avaliagdo de sémen (ERICSON et al., 1993; SODERQUIST et al.
1997; MELO, 1999; SANTOS; 2003; BORGES, 2003; SNOECK, 2003).

2.5.4. Teste de reacdo acrossdmica

A taxa de concepcdo esta na dependéncia da habilidade dos espermatozoides
gjaculados passarem por uma completa modificacdo de aspectos morfoldgicos,
bioquimicos e biofisicos, se capacitando e culminando com a reacdo acrossdmica
quando em contato com a zona pelicida do ovécito (LENZ et al., 1987;
YANAGIMACHI, 1989). Por isso, avaliar a integridade do acrossoma é
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imprescindivel para determinar a qualidade espermética, isso porque a reacdo
acrossdmica precisa estar ocorrendo em sincronismo com 0 momento da fecundacao.

A criopreservacdo eleva os niveis de cécio intracelular, assm como a
capacitacéo (GILLAN et al., 1997; WATSON, 2000). Conseqlentemente, a reacéo
acrossomal em espermatozdides provenientes de sémen congel ado/descongel ado pode
ser realizada em tempo menor que 0 necessario para sua inducdo in natura nos 6rgaos
genitais da fémea (O'FLAHERTY et a., 1999; WATSON, 2000). Como as
membranas acrossomais podem sofrer lesdes durante o processamento do sémen, faz-
se necessario a avaliacdo de sua integridade para predizer a qualidade do sémen
preservado (PATRAT, et a 2000). Neste sentido, diversos métodos podem ser
empregados para avaliacdo do acrossoma espermético. Citam-se a microscopia de
contraste de fase, as coloragdes especificas para visuaizacdo do acrossoma, em
microscopia 6tica convencional e os marcadores fluorescentes, sendo que cada um dos
métodos apresenta fatores positivos e negativos (CROSS e MEIZEL, 1989).

Entre as muitas técnicas de coloracdo empregadas para se determinar a
porcentagem de espermatozdides que sofreram reacdo acrossomal, estdo as que
utilizam os corantes Naphtol amarelo e eritrosina B (LENZ et al., 1983) e o azul de
Tripan/Giemsa (DIDION et al., 1989).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagao e animais do experimento

Este estudo foi realizado na Fazenda S8o Francisco localizada no municipio de
Magda — SP, situada na regido noroeste do Estado de SP, latitude de 20 — 21° Sul e
longitude de 50 — 51° oeste, com temperatura média de 24°C, e precipitacdo
pluviométrica anual de 1.189 mm®. As partidas de sémen foram provenientes da
Central de Inseminacéo Artificial também de propriedade da Fazenda Séo Francisco.

Foram utilizados 13 touros da raga Nelore, com idades variadas, utilizados na
rotina de coleta da central. As partidas de sémen foram escolhidas em funcéo de sua
ampla utilizacéo no programa de inseminacdo artificial da fazenda. Foram
selecionadas agquelas utilizadas com um minimo de 20 doses de acordo com os
registros dos dados referentes a estacdo de monta da fazenda (15.11.2002 a
15.01.2003). Com base nestes critérios, 23 partidas de sémen provenientes dos 13
touros, foram selecionadas.

As andlises laboratoriais (avaiacdo fisica e morfologica do sémen pés
descongelamento, teste de termo-resisténcia, teste hiposmético para avaliacdo da
integridade funcional da membrana plasmética dos espermatozéides e teste de reacéo
acrossomica) foram realizadas no laboratério de Reproducéo Animal do Departamento
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa (UFV).
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3.2. Congelamento de sémen

Para obtencdo dos € aculados, empregou-se 0 método de eletrogjacul agéo, onde
os touros foram devidamente contidos em tronco apropriado, com auxilio de travas e
cinta de protecéo, imobilizando-os e protegendo de possiveis lesbes traumaticas. Para
recepcdo dos gaculados nas coletas foram utilizados cones plasticos descartaveis
acoplados a tubo coletor previamente aguecidos a 37°C, e envolvidos em capas
térmicas.

Imediatamente apds a coleta, o tubo coletor foi colocado em banho Maira a
37°C, sendo mantido por todo o processo de avaliacdo do aspecto fisico do sémen.
Apobs céculo da concentragcdo espermdtica por meio de espectrofotdmetro, foi
adicionado diluente (tris-gema de ovo) necessario para obtencéo de proporgédo 1:1. O
volume do diluidor acrescentado para completar a diluicgo final antes do resfriamento
do sémen foi calculado com base na concentracdo espermatica do gaculado, sendo

que adose inseminante foi fixada em 25 milhGes de espermatozéides/dose.

Ap6s a diluicdo total, o erlemeyer com sémen diluido foi colocado em um
recipiente plastico contendo dgua do banho Maria (37°C) e dessa forma foi conduzido
a camara fria a 4°C. A curva de resfriamento foi de aproximadamente -
0,55°C/minuto. Os tubos permaneceram na camara fria por seis horas (tempo
necessario ao resfriamento e equilibrio do sémen) e, posteriormente foram envasados
em palhetas de 0,25mL (previamente impressas com informagdes sobre o reprodutor, a
coleta, a central e o registro da mesma) em maquina apropriada, com capacidade para
envasar e lacrar por meio de ultra-som 55 palhetas por minuto. Posteriormente foram
colocadas em suportes apropriados com capacidade para 100 palhetas cada. Estas
rampas acondicionaram as palhetas de forma individualizada e as mantiveram a uma
altura de quatro centimetros da superficie do nitrogénio liquido por periodo de 14
minutos e posteriormente submersas em nitrogénio. As partidas foram mantidas

criopreservadas até 0 momento de sua utilizag&o.

3.3. Inseminacéo artificial

As 23 partidas do sémen congelado foram distribuidas entre os cinco retiros da
Fazenda S&0 Francisco. As fémeas foram submetidas a0 maximo de quatro
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inseminacdes pelo méodo de inseminacdo trans-cervical (depositando o sémen no
corpo do Utero), ndo havendo posterior repasse com touro em monta natural. A
rufiacdo com bucal marcador foi empregada no auxilio da deteccdo de estro. O
momento ideal para a inseminagéo foi determinado de acordo com o protocolo de
inseminacdo de TRIMBERG, onde as fémeas observadas em estro a tarde foram
inseminadas na manha do dia seguinte (7:00 as 8:00 horas) e aquelas em estro pela
manha foram inseminadas no final da tarde do mesmo dia (18:00 as 19:00 horas). A
observacdo do estro teve duragdo de uma hora para os periodos de observacdo da
manha e tarde. Cada retiro possuia 0s técnicos responsaveis (inseminadores) pela
observacdo de estro e inseminacdo das fémeas. Quatorze diferentes inseminadores
foram identificados e avaliados quanto a sua eficiéncia neste estudo.

Os critérios de acasalamento das fémeas para as partidas de sémen congelado
utilizadas respeitaram as orientacdes zootécnicas, conforme o programa de
melhoramento genético estabelecido pela empresa, onde, nem sempre, a mesma
partida utilizada na primeira inseminagdo foi a mesma utilizada nas posteriores
inseminagdes de uma mesma fémea. Um total de 1.116 fémeas compds o experimento,
compreendendo todos os “status’ reprodutivos. pluriparas (682 fémeas), primiparas
(105 fémeas) e nuliparas (329 fémeas), distribuidas aleatoriamente entre os cinco
retiros da fazenda, sendo as duas primeiras com bezerro ao pé.

As fémeas foram mantidas em pastagens formadas por capim braquidria
(Brachiaria decumbens), onde recebiam mistura mineral a vontade e a agua esteve
disponivel em bebedouros cimentados instal ados nos piquetes.

Alguns dos fatores que pudessem interferir nas taxas de gestacéo das fémeas
inseminadas (inseminador, “status’ reprodutivo das fémeas e retiro) foram
consideradas e registradas a partir das anotagdes de campo das atividades de cada

retiro e posteriormente analisadas.

3.4. Taxa de gestacéo

O diagnostico de gestacdo foi realizado 30 dias ap6s o0 término da estacdo de
monta, por meio de avaliagdo ultra-sonografica (ultra-som Aloka,modelo SSD-500
acoplado a transdutor transretal linear de 5SMHz), considerando-se gestantes quando

visualizada a vesicula ou embrido/feto no lume uterino. A taxa de gestacdo foi
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calculada baseada no nimero de fémeas gestantes em funcdo do nimero de fémeas

inseminadas, multiplicado por 100, sendo referente a cada partida.

3.5. Exameslaboratoriais

3.5.1. Avaliacdo fisica e morfol6gica do sémen congelado/descongelado

Para a avaliacdo fisica do sémen, os seguintes aspectos foram considerados:
motilidade espermatica progressiva retilinea e vigor espermatico. As partidas de
sémen foram descongel adas a 37°C por no minimo 20 segundos e homogenei zadas em
frascos eppendorf aquecidos a 37°C. Posteriormente, uma gota foi colocada entre
l&mina e laminula previamente aquecida a 37°C (placa aquecedora) para observacdo
da motilidade espermética progressiva retilinea (expressa em porcentagem) e vigor
espermético (escala de zero a cinco) avaliando-se a velocidade e a intensidade dos
movimentos dos espermatozoides atravessavam 0 campo microscopico, com aumento
de 100 a 400x.

Uma aliquota de sémen foi acondicionada em um frasco eppendorf contendo 1
mL de solucéo formol-salina tamponada (HANCOCH, 1957) para posterior andlise de
morfologia espermatica, com utilizacdo de microscopia de contraste de fase com
aumento de 1250x sob objetiva de imersdo. Foram avaliadas 400 células e determinou-
se 0 percentual de espermatozdides normais e de anomalias de acrossoma, cabeca,
peca intermedidria e cauda. Posteriormente os defeitos foram classificados de acordo
com BLOM (1973) em defeitos esperméticos maiores, menores e totais.

3.5.2. Teste de termo-resisténcia lento em sémen congelado/descongelado

A longevidade dos espermatozOides de cada partida de sémen dos touros
utilizados neste experimento foi avaliada pelo teste de termo-resisténcia lento, de
acordo com VOGLER et al., 1991. O teste consistiu em colocar, uma amostra de
sémen de 0,25 mL (uma palheta) previamente descongeladas a 37°C, por no minimo

20 segundos, em um frasco de eppendorf de 1,5 mL , e submeté-las a incubagéo em
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banho Maria a 37°C, por trés horas, sendo que, a cada 60 minutos (0, 60, 120 e 180
minutos) foram avaliadas quanto a motilidade espermatica progressiva retilinea (0 a
100%) e vigor espermaticos (0 a 5) utilizando microscopio com aumento de 100 a
400X . Para classificac8o das caracteristicas fisicas do sémen congel ado/descongel ado,
empregou-se os padrdes estabelecidos por HENRY e NEVES (1998), embora tenham
sido utilizadas partidas de sémen consideradas inaptas para uso em IA, segundo 0s

referidos padrdes.

3.5.3. Avaliacdo da integridade funcional da membrana plasmatica dos

esper matozoides (teste hiposmdético)

O teste hiposmético (teste HO) foi empregado para avaliar a integridade
funcional da membrana plasmatica dos espermatozoéides. Para isso, acrescentou-se
20nL de sémen congelado/descongelado (37°C por no minimo 20 segundos) a 1,0 mL
de uma solucdo com frutose e citrato trisddico na concentracdo de 100 mOsm/L,
(Tabela 1 Anexo), previamente aguecida a 37°C. Essa solucdo foi incubada por 60
minutos a mesma temperatura. Apds esse periodo, as amostras foram fixadas em 0,5
mL de solugéo de formol-salina tamponada. Posteriormente, uma amostra de 20nL da
solugdo foi colocada entre lamina e laminula e feita a contagem de 100
espermatozbides, em microscopia de contraste de fase, em aumento de 1250x sob
objetiva de imersdo. As células foram classificadas quanto a presenca ou ndo, de cauda
dobrada ou enrolada, sendo anotados todos os formatos ilustrados na figura 1. O
resultado foi determinado em porcentagem, sendo o calculo realizado pela seguinte
formula:

HO (%) = (% de ateragdes na regido da cauda apés teste HO) — (% de
alteracdes na regido da cauda dos espermatozoides antes do teste HO) (MELO e
HENRY, 1999).

As alteracOes na regido da cauda dos espermatozéides antes do teste HO foram
contadas durante a avdiagdo dos aspectos morfolégicos do sémen

congel ado/descongel ado.
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Figura 1: Tipos de dobramento de cauda dos espermatozéides submetidos ao teste HO

3.5.4. Teste de reacdo acrossomica (Naftol amar elo/eritrozina B)

A reacdo acrossomica foi avaliada de acordo com o protocolo de coloracéo
adotado por BRYAN e AKRUK (1977). Para isso, trés solugbes estoques foram
preparadas. solucéo A (0,1% de naftol amarelo em uma solucdo de acido acético a 1%
em agua destilada), solucéo B (0,2% de naftol amarelo em agua destilada) e solucédo C
(0,2% de eritrosina B em &gua destilada).

As laminas foram preparadas a partir do esfregaco do sémen descongelado
proveniente das 23 partidas que compuseram este experimento. Logo em seguida
foram imersas em solugdo A por 30 minutos a temperatura ambiente e secas (no lado
sem o esfregaco) com papel de filtro. Posteriormente foram lavadas por um periodo de
10 a 15 segundos em &cido acético a 1% em égua destilada, secas a0 ar e embebida
por 7 minutos em uma solucdo 1:1 das solucdes B e C (gjustando o pH desta mistura
para4,6 a 5,0 com &cido acético). Depois de enxaguadas duas vezes em agua destilada
com pH 4,6 a 50 (também gustadas com é&cido acético), foram secas a0 ar, e
posteriormente imersas em Xileno e imediatamente apds, montadas sob laminula com

resina.

Foram considerados espermatozéides com acrossoma normal, aqueles que
apresentaram a coloracdo vermelho-cergja a rosa na membrana acrossomal, e regido
equatorial bem definida. Por outro lado, foram considerados espermatozdides com
acrossoma reagido, aqueles que apresentaram a cabecga corada em rosa menos intenso,
e aregido equatorial da cabeca dos espermatozdides pouco definida. Foram contados
100 espermatozoides, por partida de sémen, em microscopia comum com aumento de

1250X, sendo avaliado o percentual de espermatozoéides com acrossoma reagido.
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3.6. Andlise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SAEG (UFV, 1998).

Para todas as variaveis estudadas foram efetuadas andlises estatisticas
descritivas (média, desvio-padréo, coeficiente de variacdo e frequéncia cruzada).

A correlagéo simples de Pearson foi utilizada para verificar relacdes entre as
caracteristicas estudadas. Foram consideradas correlacfes de baixa, média e ata
intensidade os valores compreendidos entre 0,0 a 0,20; 0,21 a 0,30; e > 0,30,
respectivamente.

Andlise de variancia para modelos lineares e comparaces entre médias pelo
teste de Tukey foram feitas com probabilidade de 5% de erro. Avaliaram-se os efeitos
entre touros quanto a motilidade espermatica progressiva das partidas de sémen
congelado pds-descongelamento e apdés 3 horas de incubacdo a 37°C (TTR),
porcentagem de espermatozdides reativos ao teste hiposmético e, porcentagem de
espermatozdides com acrossoma reagido.

Os dados qualitativos (taxa de gestagcdo) foram agrupados em tabela de
contingéncia e analisadas pelo testes de qui-quadrado com probabilidade de 5%. Os
testes foram feitos considerando as partidas de sémen, touro, retiros da fazenda,
inseminadores e status reprodutivo das fémeas.

Andlise de regressdo logistica (SAS, 1990) foi efetuada no intuito de avaiar os

efeitos fixos tais como: efeitos do touro, partida, retiro e inseminadores.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Avaliacédo fisica e morfolgica do sémen congelado/descongelado

Observa-se na Tabela 2 que todas as caracteristicas seminais dos animais
incluidos neste experimento encontram-se dentro dos padrées de normalidade para a
espécie bovina, preconizadas pelo Ministério da Agricultura e Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (HENRY e NEVES, 1998), com excegdo das partidas 4 e 6 que
apresentaram defeitos maiores e totais acima do recomendado para utilizagdo em
programas de Inseminacdo Artificial, porém usadas em funcdo da estratégia de
cruzamento adotado pela fazenda.

A avaiacdo de sémen congelado/descongelado envolve determinacdo da
motilidade progressiva retilinea e do vigor esperméticos. Para que taxas de prenhez
satisfatérias sgjam obtidas, é recomendavel que o sémen apresente uma motilidade
progressiva minima pés-descongelamento de 30% (HENRY e NEVES, 1998),
entretanto, variagdes entre estes valores pds-descongelamento e as taxas de prenhez
encontradas na literatura tem sido variadas. No presente estudo, a correlagdo
encontrada entre a motilidade espermética progressiva retilinea pés-descongelamento
e ataxa de fertilidade foi negativa e de médiaintensidade (-0,22) (Tabela 3).

A motilidade esperméica € um prérequisito fundamental para que o0s
espermatozdides alcancem o ambiente uterino e o local de fertilizacdo, e € o critério
mais usado na avaliacdo de sémen antes e depois do processamento em laboratério.
Entretanto, avaliacBes microscépicas sdo dependentes de diversos fatores como o meio

utilizado para diluir o sémen, as taxas de diluicdo, a temperatura e o tempo de
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realizacdo durante a avaliacdo. Porém, a repetibilidade da estimativa subjetiva da
motilidade espermética por microscopia de contraste de fase, apresenta bons
resultados, quando sdo feitas pelo mesmo observador, tornando-se dificil comparar os
resultados entre diferentes |aboratérios (DEN DAAS, 1997).

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e morfolégicas de partidas de sémen

congelado/descongel ado, e taxa de gestacéo de touros daragca Nelore.

TOURO PARTIDA MOT (%) VIG DEFM (%) DEFME (%) DEFT (%) TxG(%)

A 1 70 3,5 10,5 6,5 17 48,15
B 2 45 3 9,5 4 13,5 84,21
3 50 3 8 4 12 77,14

C 4 45 3 29 6,5 35,5 64,71
5 45 3 195 3 225 72,73

D 6 45 3 235 4 27,5 54,26
7 50 2,5 115 55 17 54,76

E 8 40 3 8 3 11 71,05
9 60 3 7 1 8 60,00

F 10 60 3 7 5 12 63,64
11 40 3 14 6,5 20,5 62,50

12 40 3 14 3 17 57,63

H 13 60 3 7,5 7,5 15 75,00
14 65 3 17,5 55 23 64,91

I 15 60 3 10,5 7 17,5 77,03
16 40 3 7 4 11 82,46

17 40 3 9,5 55 15 69,23

J 18 75 3,5 11 10 21 64,70
19 70 3 19 3,5 22,5 72,41

20 75 35 12 4 16 41,18

K 21 60 3 7 6 13 51,72
L 22 45 3 13 4 17 28,95
M 23 50 3 115 5 16,5 70,83
MEDIA GERAL 53,48 3,04 12,48 4,96 17,44 63,87
DESVIO PADRAO 11,91 0,21 5,76 191 6,08 13,27

MOT (%): Motilidade espermética progressiva retilinea pos-descongelamento, em porcentagem; VIG:
vigor espermatico classificado em escala de 0-5; DEFM (%): defeitos esperméticos maiores, em
porcentagem; DEFME (%): defeitos espermaticos menores, em porcentagem; DEFT(%): defeitos totais,
em porcentagem ; TxXG (%): Taxa de Gestagdo, em porcentagem.

Espermatozdides imoveis ndo sdo capazes de fertilizar, embora, nem todos os
espermatozéides moveis sgjam capazes disso, visto que, 0s espermatozdides podem
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apresentar motilidade espermatica alta apds o descongelamento e ndo serem fértes,
devido a danos em outras estruturas, como 0 acrossoma, fazendo-se necessario outros
testes para as analises do sémen (DEN DAAS, 1997). SILVA e VERSTEGEN (1995)
observaram tal fato, quando congelaram sémen de cdo e notaram que as amostras de
sémen que obtiveram motilidade mais ata, apdés o descongelamento, ndo
corresponderam as amostras que alcancaram as mais el evadas taxas de prenhez nalA.

CORREA et a. (1997b) n&o observaram diferenca entre motilidade
espermética progressiva pos-descongelamento, em touros com baixa e alta fertilidade.
O coeficiente de correlacdo entre a motilidade espermética progressiva e a fertilidade,
medida pela taxa de n&o retorno ao estro, foi de 0,53. Os autores relataram que 0
percentual de espermatozéides movels, dentro das caracteristicas espermaticas
estudadas (morfologia normal, porcentagem de acrossoma intacto e espermatozoides
reagidos ao teste HO), fol 0 que obteve a maior correlacdo com a alta fertilidade
observada apds a inseminacdo. CASAGRANDE et a. (1979a) também encontraram
correlacbes significativas (0,34), entre motilidade espermdtica progressiva e
fertilidade, quando utilizaram 191 partidas de sémen bovino congel ado/descongel ado.

Quanto aos defeitos espermaticos, alguns autores tém demonstrado seus efeitos
sobre a fertilidade a campo. CORREA et a (1997b), avaliando sémen de bovino
congelado/descongelado, verificaram diferenca entre a fertilidade e a morfologia
espermatica (% de espermatozoides normais), onde 0s menores valores encontravam-
se associados ao baixo nivel de fertilidade (75,9%) e os maiores ao alto nivel de
fertilidade (82,2%), apresentando correlacdo de 0,59. CASAGRANDE et al. (1979b)
encontraram correlacdo negativa entre a patologia total e os defeitos maiores com a
fertilidade (-0,48 e -0,51 respectivamente), sendo utilizadas 191 partidas de sémen
congelado em 68 rebanhos de diferentes regides brasileiras.

Os resultados de correlagdo obtida no presente estudo entre defeitos
morfol 6gicos totais com a taxa de gestacdo nos regimes de |A foi baixa e negativa (-
0,11), como mostra a Tabela 3, discordando dos achados anteriormente citados.
Entretanto, sGo semelhantes ao encontrados por SILVA (2000) para os regimes de
monta natural e IA, e por WHITFIELD e PARKINSON (1992) gue n&o observaram
diferenca entre touros quanto aos defeitos esperméticos maiores e totais e a fertilidade,

medida pela taxa de ndo retorno ao estro apds 90 diasda | A.
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Tabela 3. Correlacbes Simples de Pearson da taxa de gestacdo, com testes

complementares de sémen congelado/descongelado de touros da raca

Nelore.
Par ametr os r*
TXG x MOT -0,22
TXG x DEFT -0,11
TXG x teste HO 0,23
TXG X TTRy=180 0,13
TXG x RA 0,02

* significancia (P< 0,05)

TXG: Taxa de gestacdo; MOT: motilidade espermética progressiva retilinea pds-descongelamento;
DEFT: defeitos esperméticos totais; teste HO: células reativas ao teste hiposmético TTRy=1g0: teste de
termo resisténcia no tempo 180 minutos; RA: células com acrossoma reagido no teste de reagdo
acrossomica.

Segundo CASAGRANDE et a. (1979b), as partidas consideradas aptas em
termos de fertilidade, em sua maioria, apresentaram-se com menos de 20% de
patologia total. Contudo, algumas, com até 30% também proporcionaram boa
fertilidade. Referindo-se especificamente aos defeitos maiores, aguelas com até 15%
alcancaram boa fertilidade. Acima de 20% de defeitos maiores presentes em algumas
partidas, de forma sistemética, ndo demonstraram resultados satisfatérios de
fertilidade. Estas consideragdes ndo sdo validas para os resultados obtidos neste
experimento, onde os indices de fertilidade apresentaram baixa correlacdo (-0,11) com
os defeitos espermaticos. Algumas partidas (4, 5, 6 e 19) que apresentaram valores
préximos ou maiores que 20%, para defeitos maiores, mostraram boa fertilidade
enguanto outras que apresentaram menor percentual de defeitos maiores e totais (1,
12, 20, 21 e 22) mostraram menor fertilidade (Tabela 2).

A fixacdo de nimero méximo para patologias espermaticas permissiveis em
touros normais, dependendo dos tipos de defeitos apresentados, € muito relativa,
podendo ser de grande limitagdo para 0 sémen, ou ser plenamente admissivel para uso,
objetivando-se niveis de fertilidade satisfatorios. FAZELLI (1996) relata que muitas
vezes se verifica amostras de sémen com aparentes diferencas na fertilidade sem que
se verifiguem maiores diferencas de motilidade e morfologia espermética, exceto em
casos mais severos. Tal fato assume grande relevancia, uma vez que, na grande
maioria dos casos, os touros doadores de sémen tém sido selecionados em caréter

intensivo com bases nas caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen. Assim,
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observam-se diferencas quanto a fertilidade dentro desta populacéo relativamente
homogénea de touros doadores de sémen.

Muitas vezes, os testes de rotina utilizados, ndo sdo suficientes para aferir a
taxa de fecundagéo, visto que as avaliagbes de sémen séo dirigidas para o enfoque
populacional dos espermatozéides. Tal conduta, por si sO, induz a erros na predicéo,
pois nem todos os atributos dos espermatozéides (morfologia e habilidade de
fecundacdo) sdo compensatérios no momento da fecundacdo (Saacke et al. 1994,
citado SILVA, 1998). A importancia dos fatores compensatérios na inseminacéo
artificial (aqueles que podem ser contornados com o aumento do numero de
espermatozéides no 6rgao reprodutivo feminino) reside no fato de limitarem o nimero
minimo de espermatoziides necessarios por dose para se obter indice de fertilidade
méximo (DEN DAAS, 1997).

O ndmero de espermatozoides por dose inseminante afeta a fertilidade
(SCHENK et al., 1987). A relacdo entre o nimero de espermatozéides inseminados e a
taxa de ndo retorno ao estro tem sido estudada em touros por alguns autores. Esta
relacéo apresenta-se de forma exponencial com um ponto onde mesmo aumentando-se
0 numero de espermatoziides, as taxas de gestacdo ndo seriam aumentadas (DEN
DASS, 1997).

GERARD e HUMBLOT (1991) trabalharam com concentracdes de 8, 12 e 16
x 10° espermatozides por dose inseminante, e verificaram resultados
significantemente mais baixos entre a primeira e a segunda concentracdo, apés 18.068
primeiras inseminacbes. FONSECA et al. (1995) utilizaram sémen com 3
concentracdes esperméticas: baixa (5,3 e 5,5 x 10°), média (7,8 e 7,6 x 10°) edta (9,2
e 9,0 x 10°) com afinalidade de estudar a taxa de gestagdo em vacas zebus. Os autores
também encontraram taxas de gestacdo mais baixas para a menor concentracdo
(38,52%), quando comparada as concentracdes média e alta (51,55 e 49,39%). Estes
resultados indicam gque aumentar 0 nimero de espermatozéides por dose inseminante
pode resultar em aumento nas taxas de gestacéo.

Ha variabilidade nos resultados das diversas pesquisas, porém ha um consenso
em considerar concentracdes muito baixas como prejudiciais para a taxa de concepcao
(FONSECA et al., 1995). Entretanto, alguns estudos indicam que superdose de
espermatozéides, por dose de sémen congelado, somente tem servido para mascarar as
correlacoes da motilidade com a fecundagéo, e ndo para aumentar afertilidade (VALE
FILHO, 1989).
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A concentracdo de espermatozoides por dose de sémen congelado neste estudo
(25 x 10°% foi similar & recomendada por VALE FILHO (1989) de 15 a 25 x 10° para
obtencdo de indices satisfatorios de fecundacdo. Entretanto, a concentracdo de
espermatozbides vidveis também deve ser considerada. FONSECA et a. 1995,
revelaram que concentracdes abaixo de 6 x 10° espermatozéides vidveis por dose
afetam as taxas de concepcdo. Estes autores consideraram que se se depositar menos
que este padrdo minimo, o sistema de transporte ndo é capaz de fazer chegar a tuba
uterina aguele percentual necessario para uma ata taxa de fertilizacdo, e doses
inseminantes rarefeitas perdem o seu vigor e 0s espermatozoides chegam debilitados a
tuba, portanto prejudicados para a fertilizacdo. Consideracbes semelhantes foram
feitas por SCHENK et a. (1987) em relagdo ao nimero minimo de espermatozdides
vidvels por dose inseminante e concluiram que para manter taxas de fertilizacdo
satisfatérias cada dose deve conter concentragBes maiores ou iguais a 10 x 10°
espermatozéides moveis.

Observando-se  0s resultados para motilidade espermética pos-
descongelamento da tabela 2, pode-se verificar que a menor porcentagem de células
viaveis neste estudo foi de 10 milhes de espermatozdides por dose apresentadas pelas
partidas com 40% de motilidade espermética progressiva. Desta forma, conclui-se que
o numero final de espermatozéides vivos foi suficiente para resultados seguros de
fertilidade no programa de inseminagéo artificial. Provavelmente, isso explique a
correlacdo negativa entre a motilidade espermatica progressiva das partidas pos-
descongelamento e as taxas de gestacdo encontradas, visto que, o nimero de
espermatozéides viaveis por dose foi suficiente para obter uma taxa de gestacéo
satisfatoria

Os parametros espermdticos padrdo (motilidade e morfologia) sdo
freqlentemente insuficientes por si sO para o diagndstico de fertilidade/infertilidade, a
nao ser que, individualmente, estejam muito fora dos valores de normalidade para a
espécie. 1sso é devido, provavelmente, ao fato da andlise visual por microscopia éptica
fornecer somente medidas relativamente superficiais da morfologia e motilidade
espermatica. Além disso, deve-se lembrar que além da morfologia e motilidade
normais o processo de fertilizagdo envolve complicados eventos bioquimicos e
morfoldgicos (JEY ENDRAN e ZANEVELD, 1993).
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4.2. Teste determo-resisténcia lento em sémen congelado/descongelado

Os valores médios da motilidade espermatica progressiva retilinea e do vigor
espermatico pés-descongelamento avaliados durante o TTR estdo sumariados na
Tabela 4. A média de motilidade espermatica para 0 sémen congelado/descongelado
foi de 53,48% (tempo= 0), 43,69% (tempo=60 minutos), 35,88% (tempo=120
minutos) e 33,04% (tempo=180 minutos).

De acordo com HENRY e NEVES (1998) o sémen bovino é considerado de
boa qualidade se a amostra submetida ao TTR apresentar ao final do teste pelo menos
15% de motilidade espermatica progressiva retilinea e 3 de vigor espermaético.
Considerando os resultados obtidos no tempo 180 do TTR, apenas uma partida foi
descartada (partida 7), apresentando motilidade espermética progressiva e vigor
espermatico de 10% e 1, respectivamente. Neste estudo, apenas os valores para
motilidade espermatica foram considerados, visto que o vigor ndo foi classificatério
para as partidas de sémen estudadas.

Observou-se diferenca quanto a resisténcia do sémen durante o TTR nos
tempos 0, 60, 120 e 180 (minutos) para os resultados de motilidade entre as partidas,
0 que pode ser explicado pelo fato de ter havido variacfes quanto a congelabilidade do
sémen entre os touros utilizados, ou sgja, haviam animais que apresentaram menor
resisténcia do sémen durante o TTR que outros, ou anda, problemas de
homogeneizacdo do sémen no momento do envasamento das palhetas durante o

processo de congelamento.

Os resultados do TTR, em geral, evidenciaram uma queda gradual dos
paréametros de motilidade espermatica, ao longo de 3 horas de duracdo do teste como

demonstraa Figura 2.

A queda na motilidade espermatica progressiva observada ao final do TTR
pode ser decorrente da perda de componentes intracelulares ou de lesdes estruturais na
cauda dos espermatozdides. E possivel que a disponibilidade de nucleotideos ciclicos,
envolvidos com a fosforilacdo oxidativa e com a motilidade espermédtica, sgja
insuficiente, embora as mitocondrias mantenham sua capacidade de produzir energia
(HARRISON e VICKERS, 1990).
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Tabela 4: Caracteristicas fisicas (motilidade espermatica progressiva retilinea e vigor
espermatico) de sémen congel ado/descongel ado de touros da raca Nelore,

submetidas ao teste de termo-resisténcia lento (37°C por 3 horas de

incubacdo).
TTR (minutaos)
T=0 T=60 T=120 T=180
TOURO PARTIDA MOT(%) VIG MOT(%) VIG MOT(%) VIG MOT(%) VIG
A 1 70 35 70 3 30 3 30 3
B 2 45 3 40 2,5 40 2,5 20 2
3 50 3 50 3 45 3 45 3
C 4 45 3 - - - - 30 2
5 45 3 30 2,5 25 2,5 30 25
D 6 45 3 35 3 30 2,5 20 2
7 50 25 - - - - 10 1
E 8 40 3 40 3 30 2,5 30 2
9 60 3 60 3 60 3 50 3
F 10 60 3 50 3 30 2 30 2
11 40 3 40 3 40 3 30 2
12 40 3 35 3 35 3 35 25
H 13 60 3 60 3 45 3 40 2,5
14 65 3 60 3 40 3 30 2
15 60 3 60 3 60 3 60 3
16 40 3 25 3 20 2 20 1
17 40 3 40 3 30 3 30 3
J 18 75 35 65 35 40 3 40 2
19 70 3 40 2,5 40 2 40 2
20 75 35 70 3 60 3 40 2
K 21 60 3 45 2,5 40 3 30 25
L 22 45 3 40 3 35 2,5 30 2
M 23 50 3 50 3 50 3 40 3

MEDIA GERAL 5348 304 4369 267 3588 25 3304 228

DESVIO PADRAO 1191 0,21 18,6 087 1557 086 10,74 0,58

MOT (%): motilidade espermatica progressiva retilinea, em porcentagem; VIG: vigor espermético
classificado em escala de 0-5; TO: primeira avaliacdo, logo ap6s o descongelamento; T60: segunda
avaliagdo a 60 minutos; T120: terceira avaliagdo a 120 minutos; T180: terceira avaliagdo a 180 minutos
de incubagéo.
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Figura 2: Motilidade espermética progressiva retilinea (%) durante o TTR para amostras
de sémen bovino congelado/descongelado. TO: primeira avaliagéo, logo apds o
descongelamento; T60: segunda avaliagdo a 60 minutos, T120; terceira

avaliacdo a 120 minutos; e T180: quarta avaliacéo a 180 minutos.
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A motilidade espermética € o processo que requer a maior demanda de energia
e apresenta correlacéo positiva com as concentracdes de ATP (JANUSKAUSKAS e
RODRIGUES-MARTINEZ, 1995). Por essa razdo, concentragbes de ATP sdo
importantes como indicador de seu potencial metabdlico, cuja sintese esta associada, a
capacidade funcional das mitocondrias. Assim, uma possibilidade a ser considerada
envolve a lesdo de organelas como as mitocdndrias e 0 axonema, durante o
descongelamento, com subsequente perda de motilidade, sgja diretamente pela
alteracdo do axonema, ou indiretamente em consequiéncia do decréscimo da producéo
de ATP (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997).

BUENO (2000) guando submeteu sémen de cdo ao TTR, observou que 0s
resultados de motilidade e vigor espermético imediatamente ap6s o descongelamento,
tiveram um reflexo positivo sobre o TTR, onde, as partidas que apresentavam maior
motilidade apds o descongelamento, foram as mesmas que obtiveram maior
longevidade durante o teste. Estas caracteristicas ndo foram observadas neste estudo,
onde, algumas amostras com valores altos de motilidade espermatica apresentaram
queda acentuada durante o processo de incubacdo (3 horas) ocorrendo perdas
superiores a 50% ao final do teste.

A correlacdo encontrada para o TTR (tempo=180) e a taxa de gestacéo, no
presente estudo, foi positiva, mas de baixa intensidade (0,13 — Tabela 3).

Pesquisas sobre a correlagdo existente entre os resultados do TTR e a
fertilidade s0 escassas, no que se refere a espécie bovina (DIMITROPOULOS, 1967;
Ludwick et al 1948, citado por BARNABE et a., 1981a; ARRUDA, 1988; SILVA,
2000). No entanto, a grande aceitagdo do teste ocorreu em virtude da sua correlacéo
positiva e atamente significativa com a fertilidade a campo avaliada por meio da taxa
de n&o retorno aos 60 e 90 dias, com coeficiente de 0,78 (DIMITROUPOLOS, 1967) e
0,84 entre fertilidade e longevidade do sémen a 38°C (Ludwick et al 1948, citado por
BARNABE et a., 1981a). Contudo, correlagbes de ata intensidade ndo foram
observadas em estudo posterior, onde se registraram coeficientes de correlacéo
significativo, variando de 0,35 a 0,40 da primeira a Ultima avaliacdo do TTR e a taxa
de gestacéo (SILVA, 2000).

Dimitropoulus (1972) citado por BARNABE (19814) observou que, em alguns
reprodutores submetidos a0 TTR lento, uma baixa percentagem de espermatozoides
com movimentos progressivos (5%) resultaram em baixa fertilidade. Entretanto, ha

reprodutores que nessas mesmas condigcoes, oferecem uma qualidade fecundante
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aceitével, de modo que, o autor preconiza a utilizacdo de outros métodos associados a
prova lenta para a selecdo de partidas de sémen congelado. Da mesma foram, ROTA
et al. (1999) utilizaram sémen de cdo submetido ao TTR (2 horas) e obtiveram 84% de
prenhez com amostras de sémen que apresentaram 17% de motilidade espermatica
apos as 2 horas do teste.

Acredita-se, portanto, que in vivo, mesmo as partidas com baixa motilidade,
possam interagir no trato reprodutivo feminino com fatores que influenciem,
positivamente, sualongevidade.

Um dos fatores que limita a fertilidade do sémen criopreservado € o periodo de
sobrevivéncia dos espermatozoides apds o descongelamento. Destaforma, o TTR, que
tem como principio avaiar a longevidade dos espermatozéides apds o
descongelamento € um teste importante, mas deve ser usado criteriosamente e

associado a outros testes.

4.3. Integridade funcional da membrana plasmatica dos esper matozéides (teste

hiposmético)

As formas reativas dos espermatozéides ao teste HO observados neste estudo,
estdo ilustradas na Figura 3. Observou-se grande variagdo na resposta dos
espermatozéides ao teste HO, fato também relatado por outros autores (JEY ENDRAN
et a., 1984; NEILD et al., 1999; BUENO, 2000). Diferentes tipos de enrolamento de
cauda puderam ser observados, incluindo desde uma peguena curvatura na ponta da
cauda até cauda fortemente enrolada, com varios enrolamentos intermediarios.
CORREA et a. (1997b) também observaram a presenca de fases distintas de cauda
dobrada/enrolada apdés o descongelamento de sémen de bovinos. Esses autores
adotaram um sistema de escores (ranqueamento dos espermatozéides) baseado no
padréo de dobramento de cauda, com o objetivo de avaliar a relacdo entre a resposta
ao teste HO e a fertilidade de touros, e encontraram maior correlacdo entre os
espermatozéides classificados como tipo A (apresentaram dobramento méximo de

cauda em resposta ao teste HO) com amédia de fertilidade do sémen.



O teste HO tem por principio avaliar a integridade funcional da membrana
bioldgica (transporte seletivo de moléculas), que apenas ocorre de maneira eficiente
em células com membrana plasmética integras (JEYENDRAN et a., 1984). A
membrana celular intacta deve ser vista como requisito essencia minimo para 0s
espermatozdides, quando se considera que, em contraste com outras células, os
mesmos Ndo sao capazes de restaurar a membrana plasmatica lesionada, visto que, a
fluidez da membrana € baixa e 0os espermatozéides possuem quantidade minima de
citoplasma com organel as ausentes, tornando falha essa capacidade de sintese.

Figura 3: Espermatozoides de bovinos submetidos ao teste HO apresentando vérios
tipos de dobramento de cauda. Materia fixado em formol-saina
visualizado em microscopia de contraste de fase sob objetiva de imersdo
com aumento de 1250X (A, B eC) ede 400X (D, E, F, G e H).
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Portanto, naquelas células que ja sofreram alguma alteracdo de membrana,
pode-se esperar que a resposta ao teste HO ndo sgjatéo eficiente, ou sgja, a membrana
plasmatica vai responder a solucdo hiposmética de modo diferenciado (MELO, 1999).
Parece que, mesmo 0s espermatozéides que, apls a criopreservacdo estdo aptos a
responder ao teste HO, apresentam algum comprometimento da membrana plasmatica,
0 que seria responsavel por uma resposta menos eficiente ao teste. Além disso,
acredita-se que os filamentos do axonema da cauda podem sofrer flexdes de graus
diferentes, conforme a quantidade de &gua que entrou na célula.

JEYENDRAN et a. (1984) descrevem que o influxo de agua que ocorre
guando os espermatozoides sdo submetidos a0 estresse osmatico, € mais facilmente
observado na regido da cauda que na cabega, isso porque a membrana plasmética que
envolve a cauda dos espermatozéides € mais frouxamente aderida ou mais maleavel
gue ao redor da cabega, ou ainda, que o aumento de volume que pode ocorrer nesta
regido ndo é freqlientemente observado.

Segundo WATSON (2000) a permesabilidade da membrana varia de acordo
com aregido dos espermatozoides e a maioria do transporte de &gua é feito por meio
da membrana da cauda dos espermatozoides, sendo essa membrana mais susceptivel
as alteracoOes.

A porcentagem média de espermatozdides reativos ao teste HO encontradas no
presente estudo foi de 37,89 % (Tabela 5), apresentando (com excecdo da partida 11),
valores inferiores ao de motilidade espermatica progressiva, com células méveis que
ndo estavam funcionalmente integras.

A baixa resposta ao teste HO ap0s a criopreservacdo, provavelmente foi em
decorréncia dos danos que a cauda dos espermatozéides sofreram durante o
congelamento/descongelamento, que diminui a capacidade dos espermatozoides
reagirem com aumento de volume celular, em resposta a baixa osmolaridade
(HOSSAIN et a. 1998), ou pode ser em decorréncia das condicdes de estoque e
manuseio do sémen (CORREA e ZAVOS, 1994). Além disso, 0 préprio meio de
congelamento (hiperosmético) pode acarretar ruptura de membrana, pois 0 estresse
osmotico pode induzir, além de alteragbes nas estruturas das membranas, mudancas
nas estruturas microtubulares da cauda (CORREA e ZAVOS, 1994).
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Tabela 5: Parametros esperméticos de sémen congelado/descongelado com suas

respectivas taxas de gestacdo obtidas de acordo com as partidas de sémen.

PARTIDA MOT (%) testeHO (%) RA (%) IA(n) GEST(n) TxG (%)

1 70 32,5 8,5 27 13 48,15
2 45 41,5 10 38 32 84,21
3 50 42,5 8,5 35 27 77,14
4 45 42,5 13 34 22 64,71
5 45 35,5 8,5 33 24 72,73
6 45 35,5 8,5 129 70 54,26
7 50 28,5 21 42 23 54,76
8 40 37 11 38 27 71,05
9 60 44,5 10 35 21 60,00
10 60 45 8,5 33 21 63,64
11 40 47 9 48 30 62,50
12 40 38,5 15 59 34 57,63
13 60 43 9,5 36 27 75,00
14 65 31 8,5 S7 20 64,91
15 60 59 7 74 57 77,03
16 40 27,5 11 57 47 82,46
17 40 22 7 39 27 69,23
18 75 45 7,5 85 55 64,70
19 70 35 115 58 42 72,41
20 75 38,5 7,5 68 28 41,18
21 60 31 9,5 29 15 51,72
22 45 32,5 7 38 11 28,95
23 50 36,5 9,5 24 17 70,83
MEDIA 53,48 37,89 9,86 48,52 30,00 63,87
DESVIO 11,91 7,91 311 23,65 14,93 13,27

MOT (%): motilidade espermética progressiva retilinea, em porcentagem; RA (%): espermatozéides
reagidos pelo teste de reacdo acrossdmica, em porcentagem; teste HO (%): espermatozdides que
reagiram ao teste hiposmético, em porcentagem; 1A (n): ndmero de fémeas inseminadas, GEST (n):
ndmero de fémeas gestantes; TxG: Taxa de gestacdo, em porcentagem.

Contudo, células funcionalmente integras e imoveis também foram observadas
(partida 11). WATSON (1995) relata que embora o declinio da motilidade espermatica
possa ser explicado baseado em mudancas no transporte ativo e permeabilidade da

membrana plasmética da regido da cauda dos espermatozdides, € também possivel que

47



alteracbes na energia disponivel ou danos aos elementos do axonema possam
contribuir para esse declinio, sendo que dessa forma poderia ser esperado resultado de
baixa motilidade, sem, contudo encontrar ato indice de lesdo da membrana
plasmética.

Desta forma, dois aspectos foram considerados sobre arelacdo entre motilidade
progressiva retilinea e integridade funcional da membrana plasmética dos
espermatozdides. A presenca de espermatozOides com membrana plasmética
danificada, mas moveis, com possibilidade de se ter células méveis, mas pouco
resistentes ao estresse osmético, e ainda de ter células iméveis, mas que ainda
mantinham a integridade funcional da membrana plasmética, ndo sendo
necessariamente a mesma populacdo espermatica avaliada nos dois testes de
funcionalidade, indicando a complementaridade destes testes para diagndstico
potencial de fertilizagdo, como foi descrito também por MELO e HENRY (1999) e
SNOECK (2003) para sémen equino.

Segundo JEYENDRAN et al. (1984), em condic¢des nas quais o teste HO tiver
resultados baixos, com menos espermatozdides reativos ao teste, como apds o
descongelamento, a motilidade espermética, certamente, também estaria diminuida.
Entretanto, este fato ndo foi observado no presente estudo, que ndo apresentou altas
correlacfes entre a motilidade progressiva retilinea pds-descongelamento e o nimero
de células reativas ao teste HO.

A correlacdo entre 0 nimero de espermatozoéides reativos ao teste HO e a
motilidade progressiva retilinea pds-descongelamento foi positiva e de média
intensidade (0,21) (Tabela 6), o que corrobora os resultados de BORGES (2003)
também para partidas de sémen bovino congelado/descongelado. Entretanto,
correlacoes positivas e de ata intensidade foram encontradas por CORREA e ZAVOS
(1994) para sémen bovino criopreservado e por BUENO (2000) para sémen de céo, e
correlacOes positivas e de baixa intensidade foram encontradas por NEILD et al.
(1999) e SNOECK (2003) para sémen criopreservado de equino, e para INAMASSU
(1999) para sémen fresco de céo.

O edema das células esperméticas € indicativo da funcdo das membranas
espermaticas, enquanto a motilidade depende ndo somente do transporte de
substancias que atravessam as membranas, mas também de grande nimero de outras
fungdes bioguimicas, como o metabolismo espermético e a agdo microtubular das

fibras da regido da cauda dos espermatozdides. Assim, € importante considerar, que
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testes que avaliem caracteristicas diferentes dos espermatozéides devem apresentar
correlacdes baixas com testes padrfes, 0 que torna o teste mais desgjavel, indicando
que diferente aspecto esta sendo medido (JEY ENDRAN e ZANEVELD, 1993).

Observou-se correlagdo alta e positiva entre teste HO e o TTR no tempo 180
(0,64) (Tabela 6). Achados semelhantes foram encontrados por BUENO (2000) para
teste HO x TTR no tempo 120 em sémen criopreservado de cdo. Com base nestes
resultados, presume-se que espermatozdides com funcionalidade da membrana
plasmatica apOs a criopreservacao, permaneceram viavels por mais tempo.

Poucos estudos foram encontrados correlacionando o teste HO com a
fertilidade. Neste estudo, foi encontrada uma correlacdo positiva e de média
intensidade (0,23) para espermatozoides reativos ao teste HO e a fertilidade, embora
dtas correlacbes para estas variaveis de sémen bovino congelado/descongelado
tenham sido encontradas em programas de inseminacéo artificial (REVELL e
MRODE, 1994; CORREA et a., 1997b). Entretanto, testes realizados in vitro (FIV),
observaram correlagdes baixas e negativas entre teste HO de sémen congelado e
fertilidade (ROTA et al., 2000) e teste HO e sémen fresco de equino (NEILD et a.,
2000).

Tabela 6: Correlagdes Simples de Pearson entre motilidade espermética pos-
descongelamento (MOT), células reativas ao teste hiposmético (teste HO),
teste de reacdo acrossomica (RA) e teste de termo-resisténcia ao final de 3

horas de incubacdo (TTR150).

Par ametr os r*
MOT x teste HO 0,21
MOT x RA - 0,25
teste HO X TTRr1g0 0,64
RA X TTRris0 -0,46
RA x teste HO -0,22

* Sgnificancia (P< 0,05)

Segundo DEN DASS (1992) a relacéo entre algumas caracteristicas seminais
avaliadas em laboratério e a fertilidade tem sido inconsistentes. Uma das razdes para
esta inconsisténcia tem sido trabalhar com nimero definido de espermatozdides por

inseminacdo, as vezes tdo elevado, sem chances da populagdo espermética, com a
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alteracdo detectada, de influenciar os resultados de fertilidade. Isto pode explicar as
baixas correlagbes encontradas neste estudo, visto que, 0 nimero de espermatozoéides
utilizados por dose foi superior (25 x 10°) a dose minima recomendada para partidas
de sémen congelado-descongelado de bovinos. Além disso, mesmo considerando
apenas 0 numero de espermatozéides com membrana plasmética intacta, avaliadas
pelo teste HO, tém-se o minimo de cinco milhdes e meio de espermatozoides viaveis

para a partida 17 que apresentou apenas 22 % de células integras pelo teste HO.

Os espermatozoides sao células complexas que se tornam inférteis quando um
dos varios fatores bioguimicos ou morfol6gicos se encontra afetado. Normalmente, a
avaliacdo de somente um desses aspectos ndo garante a condi¢do de normalidade dos
outros, sendo que a combinagdo de vérios fatores em uma andlise multifatorial, seria
mais apropriado para o diagndstico da funcionalidade dos espermatozéides (MELO,
1999). Assim, é aceitavel que afericdes objetivas da motilidade espermética, da
funcionalidade da membrana plasmaética, condicbes do acrossoma e outras
caracteristicas do sémen ndo estgjam, significantemente correlacionadas com a
fertilidade. Uma vez que, os espermatozéides férteis devem manter e expressar uma
série de caracteristicas, que incluem desde a estrutura normal de seus componentes
funcionais até estabilizacdo de seu conteldo de DNA, passando pela viabilidade da
membrana plasmética. Assim, pode-se supor que todas as caracteristicas presentes nos
espermatozbides férteis ndo sdo avaliadas a0 mesmo tempo, nas andlises in vitro do
sémen.

O teste HO € um método simples e aceitdvel o qual pode ser usado como
complemento nas andlises de rotina de sémen. Tem as vantagens somadas de ser
menos susceptivel aos efeitos imediatos do choque térmico e de avaiar
individual mente os espermatozdides em lugar de uma populagdo como um todo, como
faz a motilidade espermética progressiva retilinea (NEILD et al., 1999). Entretanto,
apesar da relativa ssimplicidade, pesguisadores tem relatado protocolos diferentes para
realizacdo do mesmo e formas diferentes de interpretacdo dos achados, tornando a
comparagao das respostas questionaveis, dificultando a interpretacéo dos resultados.
Isso pode explicar a grande variagéo nas respostas de motilidade versus a porcentagem
de espermatozoides reativos ao teste HO, pos-descongelamento, entre pesquisadores
(SNOECK, 2003).
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4.4. Teste de reacdo acrossomica (Naftol amar elo/eritrozina B)

Diversas provas laboratoriais tém sido utilizadas para predizer o desempenho
de partidas de sémen, visando sua utilizagdo em programas de inseminagdo artificial.
Entretanto, considerando a importante funcdo do acrossoma no processo de
fecundacdo do ovadcito, é importante determinar o indice de integridade desse 6rgéo
nas amostras analisadas.

A freqliéncia de reagdo acrossomica neste estudo foi detectada por meio de
coloracdo com naftol amarelo e eritrosina B, onde os espermatozéides com acrossoma
reagido apresentaram cor rosa menos intenso na regido do acrossoma, e agueles que
ndo reagiram, a cor vermelho ceregjaarosa.

A porcentagem de células reativas ao teste estd sumariada na Tabela 5. Foi
encontrada média de 9,85% de células com acrosoma reagido para as 23 partidas. A
partida 7 (50% de motilidade espermaética) apresentou a maior porcentagem de células
que apresentaram acrosoma reagido (21%). No entanto, a partida 6 (pertencente ao
mesmo touro), que embora tenha apresentado motilidade espermética semelhante
(45%), obteve menor nimero de acrossomas reagidos. Do mesmo modo, partidas com
motilidade espermatica £ 50% (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 16, 17, 22 e 23) apresentaram
valores para niumero de espermatozdides com acrossoma reagido semelhantes as
partidas que apresentaram motilidade > 50% ( 1,9, 10, 13, 14, 15, 18, 19, 20 e 21)
com valores variando de 7 a 13 %. Isto demonstra que ndo houve similaridade no que
diz respeito a resposta ao teste entre touros e entre partidas (P< 0,05).

CORREA et a. (1997b) obtiveram valores semelhantes quando avaliaram a
integridade acrossomal de sémen congelado bovino pelo método Naftol
Amarelo/Eritrosina B encontrando valores médios de 78,2% e 83,7% de acrossomas
na&o reagidos para touros de baixa e alta fertilidade, respectivamente.

Observou-se correlacdo negativa e de média intensidade (-0,25) para o teste de
reacao acrossdmica e a motilidade progressiva espermética pds-descongelamento. Isto
demonstra que maores vaores para motilidade pds-descongelamento
correlacionaram-se com menores porcentagens de acrossomas reagidos. De certo
modo, os espermatozéides podem apresentar motilidade alta, mas ndo serem férteis
devido a problemas relacionados a alteragcdes acrossomais. No entanto, a correlacéo
encontrada entre o teste de reagdo acrossdomica e a motilidade no tempo 180 do TTR
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foi negativa e de ata intensidade (-0,46). Ou segja, 0s espermatozéides que
apresentaram acrossomas intactos pés-congelamento apresentaram maior longevidade
guando submetidos ao tempo de incubacdo de 3 horas a 37°C.

Resultados semelhantes foram encontrados por BARNABE et al. (1981b) que
inferiram motilidades progressivas menores, associadas a maiores porcentagens de
acrossomas anormais, tanto apos as provas rapida e lenta de termo-resisténcia, como
em microscopia de contraste de fase e de interferéncia diferencial, apresentando
valores de -0,24, -0,24, -0,35 e -0,21 respectivamente. No entanto, esses autores
trabalharam com diferentes patologias de acrossoma pds-descongelamento e ndo com
0 teste de reacd0 acrossdmica utilizado neste estudo. E importante destacar que 0s
danos acrossomais podem ocorrer independente da motilidade espermética
progressiva, porque espermatozoides com movimento podem ser incapazes de
fecundar, devido a possiveis ateracdes de acrossoma que libera antes do tempo as
enzimas necessarias para penetracdo dos espermatozoides nos ovoécitos (MENDEZ et
al., 1994).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, correlacdo negativa e de
média intensidade (-0,22) entre o teste HO e o teste de reacdo acrossomica foi
encontrado. Pode-se concluir que maiores valores para nimero de células positivas ao
teste HO correlacionaram-se com menores porcentagens de células com acrossomas
reagidos.

JEYENDRAN et a. (1984) observaram correlagdo ata e positiva entre a
porcentagem de espermatozoides capacitados, que penetraram no ovécito desnudo de
hamster e a porcentagem de espermatozéides reativos ao teste HO. Os autores
propuseram que o teste HO estaria avaliando indiretamente a funcionalidade da
membrana plasmética da regido da cabeca dos espermatozéides. Mesmo que as
membranas da regido da cauda e da cabega do espermatozdide fossem estruturamente
diferentes, parece que o teste HO estaria avaliando também a regido da cabeca
espermética, devido as atas correlacdes encontradas entre os testes citados. Esses
resultados mostram regides de susceptibilidade diferentes dos espermatozéides,
indicando menor resisténcia a0 estresse osmatico avaliado pela funcionalidade da
membrana plasmética da cauda frente a incubacdo em solucdo hiposmdtica,
comparada a resisténcia da membrana da cabega. Esses dados vém a confirmar que a
funcionalidade da membrana da cauda, ndo € um indicativo absoluto da integridade
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estrutural da membrana da cabegca, sendo estes testes complementares e ndo
excludentes.

N&o foi encontrada correlacdo (P>0,05) entre o teste de reacdo acrossbmica e a
taxa de fertilidade das partidas analisadas. CORREA et al. (1997b) obtiveram
correlacdo de 0,52 entre porcentagem de acrossomas intactos e a fertilidade dos touros
(média entre baixa e alta fertilidade). A maior correlacdo entre porcentagem de
acrossomos inalterados e fertilidade de sémen bovino congelado foi observada apos 2
e 4 horas de incubacdo a 37°C (0,60 e 0,58) (Saacke e White, 1972, citado por
BARNABE et ., 1981). Como a fertilizagio envolve véarios processos esperméticos,
parece ser plausivel afirmar que a maneira mais eficiente de predizer a fertilidade dos
reprodutores sgja pela combinacdo de testes de funcdo espermatica, com alguns mais
eficientes que outros.

A verdadeira reacdo acrossoma envolve multiplas fusdes entre a membrana
acrossomal externa e a membrana plasmética dos espermatozéides, permitindo que o
conteido do acrossoma escape através da membrana fenestrada (THERIEN et al.,
1995). Entretanto, enzimas hidroliticas permitem gue a membrana acrossomal externa
sgja destruida (digerida) ou destacada do corpo dos espermatozéides mortos ou
moribundos, assemelhando-se aqueles que sofreram ou estdo sofrendo reacdo
acrossOmica. Este processo € conhecido como falsa reacdo acrossoma sendo
necessario distingui-lo da verdadeira reacéo acrossomal, que ocorre fisiologicamente
nos espermatozdides vivos e movels (YANAGIMACHI, 1994).

Fisiologicamente, apenas espermatozoides capacitados sdo capazes de sofrer
reacdo acrossomica. Da mesma forma, quando os espermatozoides sdo congelados,
parte das mudancgas na membrana plasmatica que acontecem fisiologicamente com a
capacitacdo acontece devido a transicdo de fase da membrana plasmética e ao estresse
osmético sofrido pelas células. Assim, espermatozdides bovinos podem capacitar e
sofrer a reacdo  acrossOmica facilmente apés o0  processo  de
congelamento/descongelamento  (DEN DAAS, 1997). Do mesmo modo que a
membrana plasmatica, as membranas acrossomais também podem sofrer lesbes
durante o processamento do sémen (WATSON, 1995). Espermatozéides podem perder
seus acrossomas quando morrem (reacdo acrossdmica falsa), e quando se estuda a
criopreservacao a avaliacdo deste tipo de perda acrossomal € usada amplamente para
avaliar danos as células (CROSS e MEIZEL, 1989).
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A conseqlente desestabilizacdo das membranas, pelo processo de
criopreservacdo, sendo responsavel pela reacdo acrossdmica prematura dos
espermatozdides, tem sido responsabilizada pela queda da viabilidade dos
espermatozdides e reducdo de sua fertilidade, apds inseminacdo transcervical
(WATSON, 1995). Clarke e Jhonson 1987, citados por WATSON (1995) verificaram
aumento na propor¢ao de espermatozoides de bodes, com acrossomas reagidos no pos-
descongelamento entre a populagdo selecionada pelo “swim-up”. Os autores
observaram que estes espermatozGides penetraram no ovoécito por meio de FIV
imediatamente apés o0 descongelamento sem nenhum periodo de incubacdo
preparatorio.

A avaliacdo microscopica das ateracdes espermaticas induzidas pelo processo
de criopreservacdo em diversas espécies tem sido extensivamente utilizada em muitos
estudos no sentido de melhorar a visualizagdo principalmente dos danos acrossomais.
KROGENAES et a. (1994) observaram defeitos de acrossoma logo apls o
descongelamento. LesOes de acrossoma caracterizados pela extensa vesiculagdo e
descontinuidade do plasmalema e da membrana acrossomal externa foram observadas.

A técnica de coloracdo Naftol Amarelo, foi usada por aguns autores
(PARRISH et a., 1988; STEINHOLT et al., 1991; CHRISTENSEN et al., 1994) para
avaliacdo do acrossoma. Contudo, seu uso isoladamente pode induzir a erros de
estimativa, visto que as células mortas que sofrem lise acrossomal, coram-se como as
células vivas que sofreram RA chamada de verdadeira. Esta técnica ndo permite
distinguir os espermatozéides vivos dos mortos, desta forma, os espermatozéides
reagidos e que conseqlientemente ndo estavam aptos a fecundar o ovdcito, poderiam
pertencer a populacdo de espermatozdides mortos e ndo poderiam ser considerados
para correlacdo com a fertilidade. Por isso, torna-se essencial a determinacdo da
viabilidade celular, por meio de outra técnica de coloracdo, ou com 0 uso de uma

coloragao que possa avaliar tanto a viabilidade quanto a integridade do acrossoma.

4.5. Taxa de gestacéo

Os resultados seréo discutidos com base no teste Qui-quadrado, visto que, as

andlises de regressdo logistica apresentaram resultados semelhantes. Os valores
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referentes a taxa de gestacdo de acordo com as partidas encontram-se na Tabela 7.

Observou-se diferenca (P < 0, 05) pelo teste Qui-quadrado entre as partidas estudadas.

O melhor resultado obtido, entre as partidas estudadas, para taxa de gestacéo,
foi 84,21% (partida 2) que apresentou valores semel hantes (P>0,05) aos das partidas 3,
13, 15, 16 e 19 (77,14; 75; 77,03; 82,46; 82,46 e 72,41%, respectivamente). A menor
taxa de gestacdo foi obtida para a partida 22 (28,95%), sendo semelhante apenas as
partidas 1, 20 e 21 que também apresentaram baixos valores para a taxa de gestacéo
(48,15; 41,18 e 51,72%, respectivamente). E interessante observar que estas partidas
apresentaram ata porcentagem de motilidade espermética progressiva pos-
descongelamento (70, 75 e 60%, respectivamente para as partidas 1, 20 e 21),
associadas a alta concentracso de espermatozéides vidveis por dose (17,5 x 10°, 18,75
x 10° e 15 x 10° respectivamente). Assim, provavelmente, os baixos indices de
fertilidade encontrados poderiam ter acontecido devido as condicdes inerentes de cada
servico, como qualidade do pessoal, outras caracteristicas do sémen, qualidade da
tecnologia de congelamento empregada e qualidade do rebanho. Entretanto, de acordo
com os resultados avaliados neste estudo, acreditase que estes fatores nédo
influenciaram as taxas de gestacao.

Apesar da partida 22 ter apresentado menor taxa de gestacdo, € importante
considerar que, das 38 inseminagdes onde foi utilizada, resultou em 11 fémeas
gestantes e 27 ndo gestantes ao fina da estacdo de monta (Tabela 2 ANEXQO). Com
base nestes dados, observou-se que das 27 fémeas ndo gestantes, 14 ndo apresentaram
estro apds a inseminacdo, 0 que nos leva a pensar que pode ter ocorrido falha do
inseminador no momento da deteccdo do estro, ou até mesmo que a vaca concebeu,

mas ndo manteve a gestacao decorrente de uma perda embrionéria precoce.

A falha na fertilizagdo ou morte embrionaria pode ser ocasionada pelo mangjo
inadequado dos animais (BRUYAS et a., 1993). Como manejo inadequado, pode-se
considerar a influéncia do estresse térmico sobre a taxa de concepgdo. Em vacas
estressadas pelo calor a atividade fisiol6gica € diminuida e, provavel mente, este sgja, 0
responsavel em parte pelo aumento nas perdas de estros observados durante os meses

mais quentes.
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TABELA 7: Taxade gestacdo obtida por partida de sémen de touros daragca Nelore.

P TxG (%)

1 4815 a

2 8421 b c

3 7714 b c e

4 6471 a c e g

5 7273 a c e g [

6 5426 a d f g i k

7 5476 a d f g [ k m

8 71,05 a c e g [ k m o

9 6000 a d e g [ k m o q

10 6364 a d e g [ k m o q S

11 6250 a d e g [ k m o q S u

12 5763 a d e g [ k m o q S u X

13 7500 b c e g [ I m o q S u X y

14 6491 a d e g [ k m o q s u X y a

15 7703 b ¢ e g i [ n 0] q S u w oy a c

16 8246 b c e g i [ n 0 r t \% w oy b c e

17 6923 a ¢ e g i k m o q S u X y a c e g

18 6470 a d e g i k m o q S u X y a c f g i

19 7241 b c¢ e g i I m o q S u X y a C e g i k

20 4118 a d f h j k m p q t % X z b d f h j I m
21 51,72 a d f g i k m o q [ u X y a d f g i k m p
22 2895 a d f h j I n p r t v w oz b d f h j | m p
23 7083 a c e g i k m o q [ u X y a c e g i k n p

M 63,87+ 1327

P: nimero de partidas; TxG (%): Taxa de Gestagdo, em porcentagem; M: média geral
C?=(P<0,05); GL, = 3,84
a, b...z = Valores seguidos de | etras minuscul as diferentes na mesma coluna diferem entre si.
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A taxa de gestagdo mostrou-se afetada pela eficiéncia dos inseminadores (P<
0, 05, Tabela 8), embora tenha apresentado resultados satisfatorios. Os
inseminadores 5 e 11 apresentaram o0s melhores resultados (80,36 e 78,05%,
respectivamente). Enquanto o inseminador 5 apresentou semelhancga apenas com os
inseminadores 2, 3 e 11 (70,97, 73,02 e 78,05% respectivamente), o inseminador 11
foi semelhante aos inseminadores 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 12 (70,97, 73,02, 62,75, 80,36,
62,45, 62,93 e 62,96% respectivamente). Diferindo destes, com menores taxas de
gestacdo, encontram-se os inseminadores 1, 7, 9 e 10, que obtiveram para taxa de
gestacdo valores de 56,9, 60,26, 57,46 e 57,14%, respectivamente.

Tabela 8: Taxa de gestag@o por inseminador alcancada em estacéo reprodutiva de

rebanho de fémeas daraca Nelore*.

INS 1A (n) GEST(n) TXG (%)

1 58 33 56,9 a

2 31 22 70,97 a

3 63 46 73,02 a d

4 51 32 62,75 a d f

5 56 45 80,36 b d g h

6 237 148 62,45 a d f i

7 151 91 60,26 adf i k

8 116 73 62,93 a df i k

9 134 77 57,46 a e f i k n

10 63 36 57,14 adf i knP
11 41 32 78,05 b df h1l o Qr
12 108 68 62,96 adf i k n P
13 1 0 0 e
14 1 1 100 - - = = == - -
TOTAL 1111 704 63,37%

* considerados apenas os inseminadores registrados nas anotagfes de campo de cada retiro

INS: Inseminador; |A (n): nimero de fémeas inseminadas; GEST (n): nimero de fémeas gestantes,
TXG (%): taxa de gestagdo em porcentagem.

C?= (P< 0,05); GL, = 3,84, com excegdo do 13° e 14° inseminadores, que foram excluidos da anélise.
a, b...r = Valores seguidos de letras mintscul as diferentes na mesma coluna diferem entre si.

Apesar das diferencas verificadas neste estudo, pode-se concluir que os
resultados foram pouco influenciados pela eficiéncia dos inseminadores. Este fato

pode ser confirmado pela evolucéo de prenhez evidenciada na Tabela 9, onde 61,75;
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67,18 e 72,92% das fémeas ficaram gestantes nos 1°, 2° e 3° servicos
respectivamente. Além disso, os indices de servico encontrado foram de 1.62, 1.49 e
1.37, considerados bons quando se considera o ideal para sémen nacional de 1.5
(PORTO et d., 1993).

Alguns autores tém enfatizado a correta observacéo de estro como essencial
para ndo proporcionar elevacdo no periodo de servico, notadamente em fémeas
zebuinas onde a deteccdo torna-se dificil em razdo da menor duracdo e intensidade
do estro (VALLE et a., 1996). Em grandes rebanhos, quando as condigbes de
estresse sd0 baixas, a dimentacdo é adequada e a deteccdo de estro é feita por
observacao de pelo menos 30 minutos trés vezes ao dia, sdo obtidas de 70 a 80% de
identificacdo de estro. Porém, de acordo com a eficiéncia na deteccdo do estro pelo
inseminador estes valores podem cair para menos de 50%, considerando as mesmas
condicdes (SENGER, 1994). Além disso, falhas na interpretacéo dos sinais de estro
também podem contribuir para a baixa fertilidade dos animais inseminados. Isto
pode ser demonstrado utilizando-se métodos de analise de progesterona no sangue e
no leite, que tém mostrado variagdo de 5 a 30% de animais inseminados sem estar
em estro no momento da lA (ALVAREZ, 1990). Outro aspecto associado a repeticéo
de servicos refere-se ao local de deposicéo correta do sémen no corpo uterino, onde
os animais com ateracbes morfoldgicas de cérvix possuem menores chances de
fecundagdo (BARTH, 1993, BRUYAS et a., 1993). Acreditase que estas
observacles ndo sdo vdlidas para este estudo, visto que, o tempo determinado para
observacdo do estro (sistema de TRIMBERG) foi eficiente para detectar o estro dos
animais, refletido nas taxas satisfatorias de prenhez encontradas.

Bons resultados foram encontrados neste estudo quanto a repeticdo de
servigo. Analisando a tabela 9, pode-se observar que 32,75% das fémeas (262/800)
repetiram estro apds o primeiro servico e 18,3% (48/262) apds 0 segundo servico.
Além disso, ndo foi encontrada diferenca (P> 0, 05) pelo teste de Qui-quadrado
guanto ao numero de servicos (Tabela 9) em relacéo a fertilidade, que apresentaram
valores de 61,75, 67,18 e 72,92% para primeiro, segundo e terceiro Servigos
respectivamente. O quarto servico ndo foi considerado na andlise, uma vez que

apenas seis fémeas foram inseminadas nestas condi¢oes.
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Tabela 9: Taxa de gestagéo por servico alcancada em estacéo reprodutiva de rebanho

de fémeas daraca Nelore.
SERVICO IA (n) GEST (n) TXG (%)
1 800 494 61,75 A
2 262 176 67,18 A a
3 48 35 72,92 A a
4 6 2 33,33 - -
TOTAL 1116 707 63,35%

IA (n): nimero de fémeas inseminadas; GEST (n): nimero de fémeas gestantes;, TXG (%): taxa de
gestacdo em porcentagem. 1: primeiro servico; 2: segundo servico; 3: terceiro servigo; 4: quarto
Servico.

C? = (P< 0,05); GL, = 3,84, com excegao do 4° servico, que foram excluidos da andlise.

a= Valores seguidos de letras mindscul as iguais na mesma coluna ndo diferem entre si.

Em relagdo aos cinco retiros da fazenda, foram encontradas diferencas
significantes entre os retiros 1, 3e 4 (P < 0, 05) (Tabela 10), embora os retiros 4 € 5
tenham apresentado semelhanca entre si, sendo o retiro 1, 0 que apresentou melhor
taxa de gestagéo (79,17%). Embora as taxas de gestagcdo tenham apresentado bons

resultados, acredita-se que alguns fatores relacionados ao retiro (estresse dos animais

no momento dainseminacéo) podem ter influenciado na diferenca encontrada.

Tabela 10: Taxa de gestacdo por retiro alcancada em estacéo reprodutiva de rebanho

de fémeas daraca Nelore.
RETIRO 1A (n) GEST (n) TXG (%)
1 72 57 79,17 a
2 5 2 40,00 - - -
3 214 104 43,60 b
4 468 305 43,14 b e
5 357 239 66,95 b e
TOTAL 1116 707 63,35%

IA: nimero de fémeas inseminadas, GEST: nimero de fémeas gestantes; TXG: taxa de gestacdo em
porcentagem.

C?= (P<0,05); GL, = 3,84, com excegdo do retiro 2, que foi excluido daandlise.

a, b...e = Valores seguidos de | etras mindscul as diferentes na mesma coluna diferem entre si.

Quanto ao manejo do rebanho, considerando o status reprodutivo das fémess,
sabe-se que a importancia da disponibilidade e qualidade de pastagens durante a

estacdo seca, proporcionando melhor condi¢do nutricional as novilhas que se
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tornaram prenhez e as novilhas de 12 cria. Conseqlientemente, as novilhas paridas
(primiparas) apresentam menor desgaste organico, favorecendo o aparecimento do
primeiro estro fértil e as novilhas a serem liberadas para estacéo reprodutiva atingem
mai s rapidamente a condi¢do corporal desejada.

Neste estudo, ndo houve diferenca (P> 0, 05) pelo teste de Qui-quadrado
quanto a0 status reprodutivo das fémeas (Tabela 11) em relacdo a fertilidade,
obtendo valores de 61,44%, 68,57% e 65,55% para pluriparas, primiparas e nuliparas
respectivamente.

Resultados semel hantes foram encontrados por FONSECA et a. (1995), onde
a categoria das fémeas também ndo influenciou no resultado final de fertilidade. Em
principio, a categoria “pluripara’ deveria apresentar resultado inferior, devido ao
peso dos efeitos negativos da cria ao pé sobre a eficiéncia reprodutiva. Entretanto, as
Gtimas condicbes de mangjo a que o rebanho esteve submetido durante a estacdo de
monta, provavelmente, minimizaram esta hipGtese e acarretaram nivelamento de

todas as categorias no mesmo patamar de fertilidade.

Tabela 11: Taxa de gestagcéo de acordo com o status reprodutivo de fémeas da raca

Nelore.
STA/REPRO IA (n) GEST (n) TG (%)
PLURIPARA 682 419 61,44 a
PRIMIPARAS 105 72 68,57 a a
NULIPARAS 329 216 65,65 a a
TOTAL 1116 707 63,35%

STA/REPRO: Status Reprodutivo da fémea; 1A (n): nimero de fémeas inseminadas, GEST (n):
nimero de fémeas gestantes; TxG (%): taxa de gestagdo em porcentagem.

C?=(P<0,05); GL, = 3,84

a= Valores seguidos de letras minUscul as iguais na mesma coluna ndo diferem entre si.

N&o foram observadas, neste estudo, correlacdes significativas entre os testes
realizados (TTR, teste HO e teste de reacdo acrossdmica) e a fertilidade para as 23
partidas analisadas. Sabe-se que 0s espermatozOides precisam possuir certos
atributos para alcancar o local da fertilizacdo, e € improvavel que um processo téo
complexo como este poderia ser predeterminado por um Unico parametro de
qualidade dos espermatozéides. Os espermatozbides sdo células multifuncionais e
precisam possuir um nimero grande de atributos para que se tornem potencialmente

férteis. Desta forma, um teste que mensure uma Unica caracteristica dos
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espermatozdides provavelmente tera baixo poder para predizer se a amostra de
sémen analisada possui baixa ou alta fertilidade. Por isto, para aumentar acuracia dos
testes utilizados, andlises simulténeas das caracteristicas mdltiplas dos
espermatozdides devem ser combinadas para determinar o efeito global do varios

parametros individuais dos espermatozoéides.
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5. CONCLUSOES

N&o existe um sO parametro que considerado isoladamente permita avaliar a
capacidade fertilizante do sémen, visto que a viabilidade espermética € uma questdo
multifatorial associada a caracteristicas de integridade estrutural e funciona de seus
componentes.

Os parametros esperméticos de morfologia e motilidade progressiva, assim
como os testes complementares (teste HO, TTR e RA) sdo insuficientes por si sO
para o diagnostico de fertilidade/infertilidade de partidas de sémen
congel ado/descongel ado de bovinos.

S80 necessarios novos estudos com objetivos de ponderar os valores
alcancados nos diferentes testes complementares e convencionais para alcancar um
ranqueamento e/ou valor minimo para que partidas de sémen sgjam liberadas para

uso em programas de 1A.
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7. ANEXO

Tabela 1A. Preparo da solucéo de frutose a 100 mOsm/Kg, empregado no teste

hiposmatico
Reagente Quantidade
Frutose (g) 0,9
Citrato Trisddico (g) 0,49
Agua destilada (g.s.p.) 100 mL

Fonte: Revell e Mrode, (1994)

Tabela 2 A: Taxa de gestacéo obtida por partida de sémen selecionadas, quanto ao
status reprodutivo (pluripara, primiparas e nuliparas) e de retiros da

fazenda.
PARTIDA ESP. FEMEAS POSITIVAS NEGATIVAS TXG (%)
1 TOTAL 27 13 14 (3)* 48,14
PLU 24 10 14 (3) 41,66
N 3 3 0 100,00
R4 24 10 14(3) 41,66
R5 3 3 0 100,00
2 TOTAL 38 32 6(1) 84,21
PLU 16 13 3 81,25
N 22 19 3D 86,36
R1 3 3 0 100,00
R4 13 10 3 76,92
R5 22 19 3D 86,36
3 TOTAL 35 27 8 77,14
PLU 12 8 4 66,66
N 23 19 4 82,60
R1 7 6 1 85,71
R4 5 2 3 40,00
R5 23 19 4 82,60
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4 TOTAL 34 22 12 64,70
PLU 23 17 8 68,00

P 6 4 2 66,66

N 3 1 2 33,33

R1 2 2 0 100,00

R2 4 2 2 50,00

R3 9 5 4 55,55

R4 16 12 4 75,00

R5 3 1 2 33,33

5 TOTAL 33 24 (1) 72,72
P 20 15 5(1) 75,00

N 13 9 4 69,23

R1 5 2 3 40,00

R4 15 13 2(1) 86,66

R5 13 9 4 69,23

6 TOTAL 129 70 59(3) 54,26
PLU 71 42 29(2) 59,15

= 15 10 5 66,66

N 43 18 25(1) 41,86

R1 3 3 0 100,00

R3 6 3 3 50,00

R4 67 38 29(2) 56,71

R5 53 26 27(1) 49,05

7 TOTAL 42 23 19(2) 54,76
PLU 26 15 11 57,69

= 3 1 2(1) 33,33

N 13 7 6(1) 53,84

R1 4 4 0 100,00

R4 22 11 11 50,00

R5 16 8 8(2) 50,00

8 TOTAL 38 27 11(1) 71,05
PLU 32 24 8(1) 75,00

N 6 3 3 50,00

R1 3 3 0 100,00

R4 29 21 8(1) 72,41

R5 6 3 3 50,00

9 TOTAL 35 29 14 60,00
PLU 24 14 10 58,33

N 11 7 4 63,63

R1 3 2 1 66,66

R4 21 12 9 57,14

R5 11 7 4 63,63

10 TOTAL 33 21 12 63,63
PLU 22 13 9 59,09

= 2 2 0 59,09

N 9 6 3 66,66

R1 5 2 3 40,00

R3 2 2 0 100,00

R4 17 11 6 64,70
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R5 9 6 3 66,66
11 TOTAL 48 30 18(3) 62,5
PLU 19 8 11(3) 42,10
= 1 0 1 0,00
N 28 22 6 78,57
R1 6 2 4(2) 33,33
R3 1 0 1 0,00
R4 13 6 7(1) 0,00
R5 28 22 6 78,57
12 TOTAL 59 34 25(4) 57,62
PLU 20 12 8(1) 60,00
= 22 14 8(1) 63,63
N 17 8 9(2) 100,00
R1 4 4 0 100,00
R2 1 0 1 0,00
R3 23 14 9 60,86
R4 14 8 6(1) 57,14
R5 17 8 9(2) 47,05
13 TOTAL 36 27 (1) 75
PLU 18 15 3 83,33
N 18 12 6(1) 66,66
R4 18 15 3 83,33
R5 18 12 6(1) 66,66
14 TOTAL 57 37 20(3) 64,91
PLU 32 19 13(3) 59,37
N 25 18 7 72,00
R4 32 19 13(3) 59,37
R5 25 18 7 72,00
15 TOTAL 74 57 17(5) 77,02
PLU 37 30 7(4) 81,08
N 37 27 10(1) 72,97
R1 12 11 1 91,66
R4 25 19 6(3) 76,00
R5 37 27 10(1) 72,97
16 TOTAL 57 47 10(2) 82,45
PLU 36 31 5 86,1
N 21 16 5(2) 76,19
R1 13 12 1 92,3
R4 23 19 4 82,6
R5 21 16 5(2) 76,19
17 TOTAL 39 27 12(3) 69,23
PLU 1 1 0 100,00
N 1 1 0 100,00
P 37 25 12(3) 68,42
R3 38 26 12(3) 68,42
R5 1 1 0 100,00
18 TOTAL 85 55 30(5) 64,70
PLU 57 38 19(5) 66,66
= 11 9 2 81,81
N 17 8 9 47,05
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R1 1 1 0 100,00

R3 4 2 2 50,00
R4 56 37 19(5) 66,07

R5 24 15 9 62,5

19 TOTAL 58 42 16(1) 72,41
PLU 38 28 10 73,68

= 8 7 1(1) 87,5

N 12 7 5 58,33

R4 38 28 10 73,68

R5 20 14 6 70,00

20 TOTAL 68 28 40(20) 41,17
PLU 68 28 40(20) 41,17

R3 68 28 40(20) 41,17

21 TOTAL 29 15 14(9) 51,72
PLU 29 15 14(9) 51,72

R3 25 13 12(9) 52,00

R4 4 2 2 50,00

22 TOTAL 38 11 27(14) 28,94
PLU 38 11 27(14) 28,94

R3 38 11 27(14) 28,94

23 TOTAL 24 17 7 70,83
PLU 17 12 5 70,58

N 7 5 2 71,42

R1 1 0 1 0,00

R4 16 12 4 75,00

R5 7 5 2 71,42

*: 0s nimeros entre () definem a quantidade de fémeas que ndo apresentaram estro apds a
inseminacdo e ndo diagnosticadas como gestantes no final da estagéo.

ESP: Especificagdo de como foram utilizadas as partidas; FEMEAS: nimero de fémeas inseminadas;
POSITIVAS: % de fémeas gestantes; NEGATIVAS:. % de fémeas ndo gestantes; TXG: % da taxa de
gestacdo; PLU: pluriparas; P: primiparas; N: nuliparas; R1, retiro 1; R2: retiro 2; R3: retiro 3; R4:
retiro 4; R5: retiro 5.
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