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Testes funcionais de membrana e indice de prenhetilizando sémen criopreservado de
tourinhos Tabapué aos dois anos de idade, criadogasto e previamente selecionados pela
CAP

RESUMO

Doze tourinhos da raca Tabapud que apresentaraeng@m-pos criopreservacdo dentro dos
padroes estabelecidos pelo CBRA (1998), foram stibose aos testes funcionais de

termorresisténcia rapida e lenta (TTRr e TTRI),okipdtico (Thos), reagdo acrossdémica
induzida (RAI), taxa de espermatozoides vivos peld de tripan (Txviv 0) e indice de prenhez
na primeira inseminacgdo artificial (IP). Foram cemggdos os resultados testes funcionais
espermaticos, com relacdo ao IP e com a motilidagermética pés-congelacéo (Mot Pés). De
acordo com a meédia do IP e da Mot Pés, os touriftrasn separados em dois grupos. Foram
também estimadas as correlacdes entre os diferguateametros espermaticos avaliados.
Registraram-se diferencas (p<0,05) tanto para g,Tdwno para os TTRr e TTRI em relagdo a
Mot P6s. Nao se observaram diferencas (p>0,05p erenhum parametro estudado quando
agrupados em lotes com IP. O modelo de regress#@lamuque incluiu todas as variaveis

estudadas em sémen pds-congelamento, mesmo éen®.B3, ndo explicou (p>0,05), as

variagbes no IP. Concluiu-se que utilizando as merraugeridas pelo CBRA (1998), séo
adequados para garantia de adequado IP, ndo ifieguasio a utilizagéo adicional de qualquer

dos testes funcionais estudados, para o uso naNEnhum dos testes empregados,
separadamente ou em conjunto, foi eficaz em preier

Palavras chave: sémen, criopreservacdo, teste funcional, indice pdenhez, primeira
inseminac&o.
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Functional test of membrane and pregnancy rates utrzing cryopreserved semen of
Tabapud young bulls of the two years old, raised ipast condition and selected previously
to BSE-Z

ABSTRACT

According to Brazilian College of Animal Reprodusti (BCAR) criteria for post freezing
semen classification, 12 young bulls were furtheced to evaluate semen quality based on
fast (TTRf) and slow (TTRs) termoresistence testgposmotic test (HOST), induced
acrossomic reaction by heparin (IAR), percentagdivef sperm stained by trypan blue, and
pregnant rate of first artificially inseminated fel@s with semen from those bulls. Functional
sperm test results were compared and their asgocmith pregnancy rate and post-freezing
motility were also evaluated. Bulls were furthelogped according to post-freezing sperm
motility (PFSM) and pregnancy rate (PR) to comphurectional test results. Estimates of
phenotypic correlation between pairs of spermatiameters were also obtained. Differences
(P<.05) between PFSM > 40% and PFSM < 40% wererobddor TTRf, TTRs and HOST.
No differences (P > .05) between functional testiits were registered when grouped by PR >
50% and PR < 50%. Multiple regression model ha¥imgtional, physical and morphological
post-freezing semen test results as independenables did not accounted (P>.05) for
pregnancy rate variation even with 4=R0,83. No additional functional tests to BCARrstard
criteria are necessaries to ensure high femalenprey rate.

Key words: semencriopreservation, functional test, pregnancy ratst artificial insemination
first.
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1 - INTRODUCAO limitacdbes de tempo e distancia (Parks,
1997).
Na evolucdo das racas bovinas de corte no
Brasil, quer de origem européia ou indiana, A demanda de sémen criopreservado vem
incluindo também, mais recentemente, os aumentando no Brasil na Ultima década
compostos, zebu x zebu ou zebu x europeu, devido ao uso cada vez mais intenso do
ressalta-se a preocupacao atual dos criadoresmelhoramento genético nos rebanhos através
e técnicos na busca de animais equilibrados, da IA, e do maior emprego de biotécnicas
em sintonia com os sistemas de produg¢do, como a transferéncia de embrides (TE) e a
em busca de adaptabilidade, e, fertilizacdo “in vitro” (F.l.V.) (De Soto,
especialmente, de eficiéncia econbmica. 2005). A IA € uma das técnicas mais simples
Assim  sendo, caracteristicas como e de baixo custo empregada na reproducéo
fertilidade, taxas de crescimento e animal e a que apresenta melhor resultado
conformacdo frigorifica, além daquelas nos programas de melhoramento genético do
relacionadas a qualidade final de carcaca dos rebanho, com a utilizacdo de sémen de
produtos estdo sendo muito valorizadas, reprodutores de comprovado valor genético.
devido as demandas do mercado externo (Da Apesar de sua aparente simplicidade, a IA
Silva, 2006). A raca Tabapud, dentro deste requer um criterioso e rigido controle nas
contexto, vém se destacando por oferecer suas diferentes etapas, que vao da selecéo
vérias destas caracteristicas, sendo rustica,dos reprodutores doadores de sémen,
de baixo custo de producdo, e em passando pelos processos tecnolégico de
decorréncia, com grande demanda de sémenenvasamento e criopreservacdo do material
para uso no processo de inseminacdo fecundante e pelo controle sanitario e
artificial (IA), para ser criada pura, ou na ginecolégico das matrizes, até ao
formacédo de cruzamentos. treinamento do inseminador (Vale Filho et
al., 1994; Ohashi, 2002;).

A pecuéria bovina no Brasil € uma atividade
importante na economia, visto que o pais Tanto no uso da monta natural (MN) quanto
possui o maior rebanho comercial do no da lA (com sémen congelado), através de
mundo, destacando-se pelo elevado estacdo de monta (EM) bem definida (em
potencial efetivo e ainda grande perspectiva gado de corte), conseguem-se elevados
de crescimento (Dias, 2004; Celeghini, indices de fecundacdo (80-90%), pela
2005). Neste contexto, as ragas zebuinas eeliminacdo de touros portadores de
seus cruzamentos apresentam grande distarbios androlégicos e da selecdo pela
importancia na formacdo dos rebanhos CAP (Classificagdo Androlégica por
nacionais e representam cerca de 80% do Pontos), dando-se preferéncia aqueles
efetivo bovino brasileiro. O aumento da animais andrologicamente mais
produtividade da pecuaria nacional pode ser competentes, quando se planeja, obter-se
obtido com o emprego de biotecnologias que taxa de nascimento homogénea, para uma
otimizem o sistema de producdo, buscando producdo mais equilibrada dos rebanhos
maior producdo por hectare e assim, (Vale Filho et al., 1988; 1989).
diminuindo custos, maximizando o uso da
genética superior (Celeghini, 2005). Em indices de fecundacdo obtidos pelo sémen
vista disto, ocorreram grandes avancos nas congelado, tanto no uso da IA quanto na
biotecnologias da reproducdo animal (De FIV, tém apresentado grande variabilidade,
Soto, 2005). Nesse contexto a mesmo com amostras de alta recuperacédo
criopreservacdo de gametas tornou - se um pos congelabilidade. Apesar dos grandes
procedimento essencial para a aplicacdo avancos ocorridos na obtencdo de
destas tecnologias, pois elimina as crioprotetores mais eficientes
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(principalmente no caso dos bovinos), ainda As membranas sdo essenciais para a vida
sd0 necesséarios estudos que elucidem celular, pois definem seus limites e
melhor a funcionabilidade de membranas equilibram as diferengas entre o citoplasma
espermaticas (Rodriguez-Martinez, 2003). e 0 meio extracelular (Alberts et al., 1994).

Dessa forma, novos testes em sémen bovino Em todas as células estas estruturas possuem
criopreservado tém sido utilizados para proteinas que agem como sensores para
avaliarem membranas plasméticas, sinais externos, avisando quando héa
mitocondrial e acrossomal, além de prova de necessidade de se promoverem mudangas
resisténcia metabodlica e estrutura de em relacdo as modificagbes do meio. Estas
cromatina, na tentativa de predizer com proteinas sensoriais (ou  receptoras)
maior acuracia a qualidade do sémen, ja que transferem informacdes antes que ions, ou
os testes padrdes utilizados, como moléculas, atravessem a membrana (Alberts
motilidade, niamero e morfologia ndo sdo et al., 1994).
suficientes para o diagnéstico da real
capacidade fecundante dos espermatozoidesApesar de diferengas funcionais, toda
(Melo, 1999; Zhang et al., 1999; Rodriguez- membrana biolégica tem estrutura geral
Martinez, 2003). comum, sendo constituida de uma camada
fina de lipidios e proteinas ligadas entre si,
Dessa forma os objetivos desse estudo por interagbes ndo covalentes. As
foram: membranas celulares sao estruturas fluidas,
dindmicas e a maioria das moléculas é capaz
(1) Avaliar a qualidade de membranas de mover em torno de seu préprio eixo. As
espermaticas pos-criopreservacdo, em camadas de lipidios sdo arranjadas como
guatro diferentes testes, entre amostras dupla camada de aproximadamente 5 nm
de sémen de tourinhos Tabapud, aos (nandmetros) de espessura, que fornece
dois anos, selecionados pelo CAP; estrutura basica e servem como barreira
relativamente impermeavel a passagem da
(2) Comparar os testes realizados maioria das moléculas soliveis em agua.
(androlégicos e funcionais poOs- Esses lipidios sdo organizados por uma
criopreservacdo do sémen) com o IP e cadeia constituida de 3 4cidos graxos ligados
entre si; a um glicerol. A parte polar (hidrofilica) da
cadeia esta voltada para o exterior e interior
(3) Verificar se h& necessidade de se da célula, enquanto a apolar (hidrofébica),
adicionar algum dos testes liga-se as bordas polares das cadeias de
complementares estudados em amostras hidrocarbonos (Alberts et al., 1994).
de sémen bovino criopreservado para
melhor predicédo do IP; As moléculas de proteinas solubilizam a
bicamada lipidica mediando a maioria das
(4) Utilizar os testes androlégicos e fungdes da membrana (transporte especifico
funcionais realizados em conjunto ou de moléculas). Algumas servem como sitios
em separadamente, na tentativa de estruturais que conectam a membrana ao

prever o IP; citoesqueleto, e/ou a matriz extracelular, ou
a célula adjacente, enquanto outras, servem
2 - REVISAO DE LITERATURA de receptores para detectar e traduzir sinais
quimicos do ambiente celular (Alberts et al.,
2.1 - Membranas Celulares 1994).
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As membranas celulares sdo estruturas proteger a membrana e interagir com
assimétricas. A composicdo de lipidios e substancias vizinhas que entram em contato
proteinas das faces interna e externa com esta (Alberts et al., 1994).
diferem, e se relacionam de acordo com a
maneira que exercem suas funcdes. A 2.2 - Fatores que desencadeiam mudancas
bicamada lipidica é composta de nas membranas espermaticas
fosfolipidios, colesterol e glicolipideos, e
diferem de acordo com as espécies. Os A célula espermética possui VAarios
principais fosfolipidios sao a compartimentos  celulares que  sé&o
fosfatidilcolina, esfingomielina, delimitados por membranas. @]
fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina, que espermatozéide do testiculo até as ampolas
juntos representam mais de 50% dos lipidios da tuba uterina, passa por varios meios
de membrana, e suas propor¢cdes sao ambientes, que desencadeiam mudancas em
espécies dependentes (Alberts et al., 1994). sua estrutura bioquimica, que protegem a
Dentre esses, o fosfatidilcolina e célula, conduzindo-a em favor da
esfingomielina em condicBes normais, estdo fertilizacdo. Dessa forma é imprescindivel
mais concentrados no lado externo da que essa estrutura esteja em perfeitas
bicamada lipidica, enguanto a condicbes fisico-morfolégicas para que
fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina ocorra interacéo, ligagédo e fusédo entre esse e
estdo no lado interno da mesma (Thomas et o odcito (Gadella et al., 2001). E necessario
al., 2006). entender as transformacgfes ocorridas no
gameta masculino para que se entendam as
Altas concentracbes de colesterol e de falhas no processo de fecundacéo.
acidos graxos saturados (cadeias de
hidrocarbonos restritas em ligacdes duplas) 2.2.1 - Criopreservagéo
nas membranas tendem fazer uma bicamada
menos fluida, prevenindo a ligacdo e Estima-se que durante o processo de
cristalizacdo das cadeias de hidrocarbonos. criopreservagcdo a viabilidade espermatica,
A bicamada faz mudancas de um estado avaliada pela morfologia do acrossoma,
liquido para o estado cristalino rigido (gel) motilidade, vigor e integridade de suas
como uma caracteristica do ponto de membranas sejam reduzidas em 50%.
congelamento. Esta mudanca no estado é Durante esse processo, esta célula esta
chamada de fase de transicAio e a sujeita aos estresses quimicos, osmoticos,
temperatura que isto ocorre € mais baixa térmicos e mecénicos, sendo que estes sao
guanto mais curta ou dupla ligacbes a originados, principalmente, nas fases de
membrana tiver em sua composi¢do. Uma resfriamento e descongelamento do sémen
cadeia curta reduz a tendéncia das caudas de(Rasul et al., 2001).
hidrocarbonos de se interagirem e a ligacao
dupla (chamada de cis) produz uma dobra na Alguns trabalhos reportam que
cadeia de hidrocarbonetos fazendo com que transformacfes ocorridas nas membranas
seja mais dificil de agrega-los, mantendo espermaticas durante a criopreservacao,
esta mais fluida a altas temperaturas (Alberts sejam semelhantes aquelas do processo de
et al., 1994). capacitacdo. O “status” de capacitacdo dado
ao espermatozoéide criopreservado é de
No exterior da célula as proteinas integrais interesse da pesquisa, visto que a
(as que atravessam a membrana), e ascapacitacdo reduz a longevidade do mesmo,
proteinas periféricas, ancoram principalmente em espécies em que O
oligossacarideos (glicoproteinas) gue periodo de estro € longo, onde requer mais
formam o glicocalix, que tem como funcdo cuidado no tempo de inseminacao/ ovulagéo.
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Mudancas deletérias na estrutura e trifosfato (ATP) que ativa os batimentos
integridades das membranas tém sido flagelares, propiciando alta motilidade
associadas a reduzida fertilidade de sémen (percentual) e forte vigor dos mesmos. Por
congelado-descongelado. A composi¢cdo de outro lado, o acrossoma é indispensavel para
fosfolipides é assimétrica, com a fertilizacdo pela liberacdo de enzimas
fosfatidilcolina e esfingomielina como a hialuronidase e acrosina, no
concentrado do lado externo da bicamada processo de penetracdo na zona pelicida do
lipidica, enquanto fosfatidilserina e o6cito. Dessa forma, as modificacGes
fosfatidiletanolamina sdo concentrados do ocorridas nestas membranas (plasmética,
lado interno da mesma. Durante a acrossomal e mitocondrial) durante a
criopreservagdo ocorre movimento de criopreservagdo, quando esta é feita sem
translocacdo da estrutura desses fosfolipides, rigoroso critério técnico, podem causar
externalizando a fosfatidilserina, e a esse como  consequéncias, prejuizos  na
movimento, d4 se o nome de “scrambling” motilidade esperméatica ou na penetragéo,
dos lipideos. Porém o0s mecanismos pela menor producdo de ATP, com
envolvidos no “scrambling”, na fosforilacdo diminui¢cdo da capacidade fecundante, ou até
da tirosina e efluxo de colesterol observados a morte celular (Celeghini, 2005).
nos  espermatozéides  criopreservados,
diferem-se dos para capacitagdo. Dessa A membrana celular experimenta uma série
forma, assim como na capacitacdo, a de estresse durante o0s processos de
criopreservacdo leva a membrana a um congelamento e descongelamento do sémen.
maior estado de fluidez e exposicdo de sitios Dentre estes, incluem-se a desidratacdo, a
de ligacdo a moléculas externas, facilitando formacdo da micela invertida, a formacao
ou requerendo menor tempo para a célula se dos cristais de gelo intracelular, originados
capacitar (Thomas, 2006). pela elevacdo da concentracdo de cristais
extracelular adquiridos no processo de
Injurias  ocorridas nas membranas congelamento do sémen, além de alteractes
plasméaticas e acrossomais (interna e estruturais e bioquimicas na bicamada
externa) ou nas membranas mitocOndriais lipidica (Parks e Graham, 1992).
dos espermatozoides, ocasionadas pelo
processo de criopreservacdo, podem ser Esta membrana celular € formada
decorrentes de alteracdes na temperatura ebasicamente por bicamada lipidica, com
ou na osmolaridade do meio, provocando algumas proteinas centrais e outras
mudancas morfoldgicas na organizacdo e ou periféricas, sendo  glicoproteinas e
na composicdo dos lipidios das membranas glicolipideos, organizados num mosaico
espermaticas podendo, em conseqiéncia, fluido (Singer e Nicholson, 1972).
haver prejuizos na condi¢do de fecundacgéo
dos mesmos (Celeghini, 2005). Quando esta bicamada lipidica est& sujeita a
certa  temperatura, observa-se em
A membrana plasmatica exerce papel consequéncia, alteracdo do tipo hexagonal,
fundamental na sobrevivéncia do sendo um rearranjo estrutural que pode
espermatozdide no trato reprodutivo da desestabilizar a membrana plasmética, e
fémea e na manutencdo de sua capacidadefazer com que esta perca a sua funcdo de
fecundante, visto que garante a homeostase permeabilidade, durante a fase de transicédo
celular, sendo esta condicdo essencial para agel - cristalino (Parks e Graham, 1992).
manutencdo da viabilidade desta célula. As
mitocondrias localizadas na peca Os lipidios e as proteinas ndo estao ligados,
intermediaria dos espermatozdides sdo a cada lado da membrana, por ligacado
responsaveis pela producdo de adenosina covalente, que permite livre fluidez das
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proteinas, que se movimentam nao letais, que proporcionam boa condi¢éo
constantemente, mas dependem do estadiode sobrevivéncia a célula apdés sua
de fluidez da membrana. Assim sendo, a congelagcdo e ao seu reaquecimento. Em
membrana ao passar pela fase de transicdogeral, quando o resfriamento é feito com
gel — cristalina, permite que as proteinas se taxas mais rapidas, a descongelacao também
desloquem para a regido mais fluida da devera ser rapida (Watson, 1995).
membrana (que ainda nao se cristalizou, no
processo de resfriamento), permitindo que Espermatozoides submetidos & congelacao-
os lipidios dessa regido invertam sua posicdo descongelacdo de forma intempestiva,
polar-apolar. Essa inversdo dos lipidios podem apresentar grandes cristais de gelo
permite a formagdo de poros na membrana préximo as mitocondrias, podendo haver,
fazendo com que esta perca sua funcdo deapds a descongelacdo, perdas de seu
permeabilizar a célula, tornando-a contetdo estrutural, pela lesdo direta dos
vulneravel a perda e entrada de ions, cristais na membrana comprometendo a taxa
descontrolando seu equilibrio osmoético de respiracdo e concomitante producdo de
(Parks e Graham, 1992; Watson, 1995). ATP pela fosforilagdo oxidativa, realizada
na membrana  mitocOndrial interna,
Danos & membrana podem ocorrer pela ocasionando queda no vigor e na motilidade
desidratacdo excessiva e ou pela formacdo espermatica (Watson, 1995).
de cristais de gelo intracelular, através de
uma taxa de resfriamento lento. Esses danos Em raz&o da queda no metabolismo celular,
podem ocorrer durante os processos de adquirida com a queda da temperatura, as
congelamento e descongelamento em bombas de sédio e potdssio também terdo
temperaturas que variam de —15 a —60 °C e seus metabolismos diminuidos, o que leva a

ndo durante a estocagem no nitrogénio
liqguido. A membrana plasmética age como
barreira, assim como os crioprotetores dos
diluidores atuam como agentes osmoticos
ativos, prevenindo o crescimento de cristais
de gelo dentro da célula. O aumento da

diminuicdo da producdo de ATP, causando
descontrole i6nico da célula, o que pode
acarretar a entrada do ion célcio para o
interior da célula e ativar fosfolipases, que
também causam lesdo nas membranas dos
espermatozoides (Parks e Graham, 1992;

concentracdo destes cristais em razdo do Watson, 1995).

congelamento da dgua aumenta o gradiente

osmotico, difundindo mais dgua do meio
intracelular para o extracelular, desidratando
a célula e a prépria membrana plasmética
(Parks e Graham, 1992; Watson, 1995).

Cristais intracelulares podem ser formados,

Uma maior ou menor resisténcia da
membrana plasmatica do espermatozoide ao
processo de criopreservagdo, tem sido
notada entre as espécies dos animais
domésticos, pela maior presenca de
colesterol ou quanto ao grau de saturagéo

em razao da rgpida taxa de resfriamento. Um dos mesmos (Parks e Graham, 1992).

resfriamento muito lento, por outro lado,
pode levar a desidratacdo celular muito
intensa, sendo ambas as

indesejaveis (Parks e Graham, 1992). Assim

situacoes

2.2.2 - Capacitagao

Os espermatozéides ejaculados dos

sendo, a taxa de resfriamento ideal deve ser mamiferos ndo sdo capazes de fecundar
relativamente rapida (mas sem excesso), que o6citos, mesmo apresentando motilidade e

resulte em suficiente e ndo excessiva

aparente normalidade morfolégica. Eles

retirada de dgua do meio externo para dentro adquirem esta capacidade no trato genital
da célula. Em decorréncia, somente seriam feminino num processo tempo dependente,
formados cristais intracelulares pequenos e denominado de capacitagdo (Lamirande et
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al., 1997). Este fendbmeno esté relacionado a secrecbes do uUtero e da tuba uterina
mudancas bioquimicas e fisiologicas das desencadeiam esse processo. Dentre outras,
membranas plasméticas destas células, destacam-se o bicarbonato, a albumina, a
permitindo haver interacdes entre progesterona, o] ion calcio, 0s
espermatozoides e ovdcitos (Senger, 2003). glicosaminoglicanos e espécies oxigénio
Tais mudancas fundamentam-se na remocao reativos, originados pelo ambiente uterino
ou alteracdo de estabilizadores, proteinas e interno e da respiracdo do espermatozoéide
glicidios que compdem o glicocalix, ou pelas suas mitocondrias (Lamirande et al.,
fatores protetores da membrana, adquiridos 1997; Flesh e Gadella, 2000).
durante o transito pelo epididimo ou
exposicdo ao plasma seminal, os quais O bicarbonato ativa uma forma soluvel de
levariam esta a condicdo propicia para a adenilil ciclase (AC), especifica dos
fertilizacdo (Senger, 2003). Esses agentes espermatozoéides. O resultado é o aumento
decapacitantes protegem a célula de uma dos niveis de adenosina monofosfato ciclico
capacitacao precoce (Gadella et al, 2001). (AMPc) que estimula a proteina quinase A
(PKA) que, por sua vez, induz a fosforilagédo
Mudancas nos componentes das membranasde tirosina de varios substratos, permitindo
espermaticas seguem-se progressivamenteque esta ao metabolizar varias proteinas da
pela perda de proteinas ou reducdo de seumatriz extracelular e da membrana, expor

peso molecular, através da remocdo do
glicocélix por friccdo do muco cervical,

reducdo da proporgdo de colesterol/
fosfolipidio, aumento da mobilidade lateral e
ou ainda pela desordem de lipidios e
proteinas (Gadella et al., 2001; Thomas et al,
2006). As proporcdes de colesterol /
fosfolipidios nas membranas plasmaticas e
acrossomal externa diminuem, aumentando
sua fluidez e, o efluxo de colesterol ocorre

sitios de ligacdo a zona pellcida (Gadella,
2001), predispondo a célula a reacéo
acrossbmica, a capacitagdo, que sao
portanto, um mecanismo limitante da reac&o
(Lamirande et al., 1997). Alguns autores
também reportam que esse ion também ativa
0 movimento de “scrambling” dos
fosfolipides de membrana (Thomas, 2006).

A albumina esta relacionada a redistribuicao

em decorréncia de sua transferéncia para e extragdo do colesterol da membrana,

albuminas e lipoproteinas de alta densidade
da tuba uterina. Essa molécula tem a
importante funcdo na estabilizacdo destas
membranas. Essa desestabilizacgéo,
provocada pela remocdo do colesterol,
promove a reorganizacdo dos componentes
da bicamada, incluindo redistribuicdo de
proteinas integrais (Gadella, 2001).

O exato mecanismo pelo qual ocorre a
capacitacdo ndo é conhecido (Lamirande et
al., 1997). A funcdo desse mecanismo é
fornecer a fluidez necesséria para que
ocorram hiperativacdo da motilidade e fusédo

aumentando assim sua atividade fusogénica
e permeabilidade ibnica, predispondo a
célula & reacdo acrossdémica e hiperativacao
da motilidade (Lamirande et al.,, 1997,
Flesch e Gadella, 2000). O progesterona
estimularia a capacitacdo pela inducdo do
“scrambling” e ativagdo dos canais de calcio
(Lukoseviciute et al., 2005).

O célcio estimula também a AC num mesmo
mecanismo, como o bicarbonato, até
aumentar os niveis de AMPc, o qual na peca
intermediaria dos espermatozoides inicia a
hipermotilidade, que é uma forma de

entre as membranas plasmatica e acrossomalmovimento vigoroso e circular que aumenta

externa, denominada de vesiculagéo,
culminando na reacdo acrossOGmica
(Lamirande, 1997; Senger, 2003). Sabe-se

a chance desta célula se encontrar com o
oocito (Lamirande et al.,, 1997; Senger,
2003). Esse ion também ativa outro sistema,

qgque algumas substancias presentes nasque € o fosfatidil inositol, que estimula a
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proteina knase C, que por sua vez, atua nas(Lukoseviciute et al., 2005), mas que o
fosfolipases A2, levando a producdo de especifico mecanismo, ainda ndo esteja
prostaglandinas e leucotrienos pelo acido totalmente conhecido.
aracdonico, regulando a entrada do calcio na
célula, e modificando o citoesqueleto, A ligacdo da heparina ao espermatozoide é
preparando-a para a reacdo acrossOmica saturavel (receptor com pontos de ligacao),
(Breitbart, 1997). reversivel e dependente do pH, da
temperatura e nivel de CaA concentracdo
Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao de heparina necessaria para a capacitagédo é
carboidratos, que estdo presentes na matriz semelhante ao requerido para saturar 0s
extracelular, e sdo componentes integrais de pontos de ligacdo (Miller et al., 1990).
membranas celulares. Tem sido identificado
no trato reprodutor feminino, obstruindo A capacitacdo do espermatozoide bovino
receptores, para regular a viabilidade de estimulada pelos GAGs, passa por processo
substratos e de fatores de crescimento. de maturacdo induzida pelo plasma seminal

Dentre outras as mais conhecidas sdo a (Lee et al.,, 1985; Florman e First, 1988),

heparina, o &cido hialurénico, o sulfato de
heparan e sulfato de condroitina B (Ax e
Lenz, 1987).

assim como outros
componentes da matriz  extracelular,
influenciam a adesao, motilidade,
proliferacdo, crescimento e diferenciacéo de
muitas células (Ratner et al., 1985). Estes
proteoglicanos da matriz extracelular tem
como parte central os glicosaminoglicanos
(GAGSs), envolvidos também na fertilizagdo
na maioria das espécies. Em bovinos os
GAGs semelhantes a heparina do oviduto,
participam na capacitacao do
espermatozoide do touro (Parrish et al.,
1988; Parrish et al., 1989; Ax e Lenz, 1987).
A capacitacdo espermatica ocorre no trato
reprodutivo feminino, sempre diante de altas
concentracoes de GAGs do fluido folicular

Os proteoglicanos,

visto que o plasma seminal aumenta os
locais de ligacdo da heparina no
espermatozoéide epididimal (Lee et al.,
1985), por proteinas ligadoras presentes em
seu conteudo (Miller et al.,, 1990). Tais
proteinas sao essenciais no processo de
fecundacédo, sendo que com a sua presenca,
ou auséncia, pode haver interferéncia na
fertilidade do touro. Dentro deste contexto,
varios estudos tém mostrado a existéncia de
proteinas do plasma seminal, que se
prendem a membrana  espermatica,
facilitando a ligacdo com a heparina e/ou
outros GAGs presentes no trato reprodutivo
da fémea, estimulando, a capacitagdo do
espermatozoide (Miller et al, 1990;
Salvador, 2005).

O papel regulatério das proteinas com
afinidade a heparina (PAH) sobre a

ovariano, ou de outras fontes, sendo sempre capacitacdo do espermatozéide bovino, tem

pré requisito para a reacado acrossdmica. A
heparina é estruturalmente similar aos GAGs
do fluidos do oviduto, desempenhando
também estimulo fisiolégico semelhante
para promover a capacitacdo do
espermatozoide bovino (Parrish et al., 1989).
Estudos sugerem que a fungcdo de GAGs,

sido evidenciado. A afinidade pela heparina
e a sua ligagdo com o espermatozoide pos-
epididimario se da através das proteinas de
14-18 KDa, ou das de 24 e 31 KDa, todas do
plasma seminal, identificadas utilizando-se a
técnica deWestern blots Apesar destes

resultados positivos, os dados tem sido

especialmente a heparina, neste evento, sejacontraditérios, porque as proteinas isoladas

através do aumento do pH intracelular, no

aumento da entrada de calcio na célula, na zona pelicida e aumentar

fosforilag&do da tirosina (Parrish et al., 1988;
), € no “scrambling” dos fosfolipides

foram ineficientes para estimular a ligagdo a
a reacédo
acrossOmica induzida (Miller et al., 1990).
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Contudo, as opinides dos autores sdo espermatozoéide, alterando sua estabilidade

divergentes sobre a real fungdo da heparina, permitindo o influxo de calcio, necessario

e 0s GAGs, na qual, se estes exerceriam para que ocorra a RA (Moore e Bedfort,

influéncia, somente, na capacitacdo (Parrish 1983).

et al., 1988), ou se essas substancias também

tém efeito direto na reacdo acrossdmica Na presenca do célcio extracelular, o gameta

(Lenz et al., 1987). masculino capacitado tem a habilidade de se
ligar & zona pelucida do odcito, dando inicio

Como todas as células sob condi¢cdes a reacdo acrossdémica, atuando como agente

aerdbicas, os espermatozéides sdo capazesdesestabilizador da membrana, ativando as

de gerarem radicais livres, em sua maioria
originada de atividade metabdlica normal, e,
em menor proporcao, pela fosforilacdo de
proteinas no ambiente uterino interno
durante a capacitacdo. Radicais livres como
anion superdéxido, peroxido de hidrogénio e
oxido nitrico, induzem hiperativagéo,
fosforilagdo da tirosina e agonistas dos
receptores de progesterona (Lamirande et
al., 1997; Ball et al., 2002).

2.2.3 - Areacdo across6mica e fecundacéo

As mudancas ocorridas nas membranas
espermaticas durante o0 processo de
capacitacao, permitem que haja
hiperativacdo da motilidade espermética, o
reconhecimento especifico entre a célula
espermatica e a zona pellcida do odcito e a
fusdo das membranas plasméticas dos
gametas (Salvador, 2005).

A capacitagdo ocorre no trato genital
feminino pela remocdo de componentes
decapacitantes dos espermatozoides,

fosfolipases e faciltando a vesiculagéo,
alterando ainda mais a permeabilidade da
membrana (Gongalves et al., 2002;
Salvador, 2005).

A ligacdo do espermatozoOide ao odcito é
mediada por receptores espermaticos espécie
— especificos presentes na zona pellcida. As
glicoproteinas constituintes da zona pellcida
(identificadas inicialmente em
camundongos) sdo denominadas de ZP1,
ZP2 e ZP3, que apresentam importantes
fungbes na fecundagdo. A ZP1 tem
basicamente um papel estrutural, enquanto
tem sido atribuida a funcdo de receptor
secundario a ZP2, e de receptor primario a
ZP3, sendo que este Ultimo tem sido
responsabilizada pela reagdo do acrossoma.
O espermatozoéide penetra na zona pellcida
por acBes enzimaticas e mecanicas. A reacao
acrossOmica permite a liberacdo de enzimas
gue digerem a matriz da zona, para a
penetracdo do gameta na zona pellcida,
auxiliada pela hipermotilidade espermatica
(Goncalves et al., 2002; Senger, 2003). Essa

s

adquiridos na maturagcdo espermética e de hipermotilidade é adquirida na ampola da

grande importancia para que os mesmos ndotuba uterina, onde a motilidade do

sofram reacdo acrossGmica precoce, ainda espermatozéide passa de retilinea
sem as modificacdbes  morfolégicas progressiva, para um movimento circular,

essenciais, mas somente as bioquimicas, queque facilita ao espermatozoide entrar em
resultam em instabilidade (fluidez) da contato com o odcito. Essa hipermotilidade

membrana plasméatica e hiperativacdo acredita-se ser adquirida através de
espermatica, condicBes essenciais para quemoléculas especificas presentes no epitélio
ocorram a reacdo acrossbmica (RA) e a das ampolas da tuba uterina (Senger, 2003).

penetracdo do espermatozoide no odcito

(Goncgalves et al.,, 2002). Para que a RA A RA tem duas finalidades principais: tornar

ocorra € necessario que haja a capacitacdoo espermatozéide habil para penetrar na
espermatica, promovida pela perda de zona pelicida e expor o seu segmento
colesterol da parte acrossémica na cabeca doequatorial, para que ocorra a fusdo entre as
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membranas dos gametas. A célula

anionicos e a diferencas antigénicas entre as

espermatica contém proteinas especificas ha membranas externas apicais do acrossoma e

membrana acrossémica, que se ligam

da zona equatorial que promoveriam maior

especificamente em proteinas da zona, que fluidez daquele segmento (Moore e Bedford,

sdo expostas durante o0 processo de
capacitacdo. Dessa forma, proteinas da
membrana plasmética do gameta masculino
se ligam a outras da superficie da zona do
gameta feminino (ZP3), para se iniciar o

processo de RA. Esta reacdo comeca
formando maltiplos pontos de fusdes entre a
membrana plasmética do gameta masculino

1983).

Para impedir a penetracdo de mais de um
gameta (polispermia), observa-se rapida
despolarizagdo da membrana vitelina apés a
fecundacdo, fendbmeno denominado de
bloqueio  vitelinico. Outro  bloqueio

(secundario) resulta da reagéo cortical, apés

e a sua membrana acrossomal externa, a penetracdo espermatica, que envolve a
formando varias vesiculas que contém o fusdo da membrana plasmatica do odcito,
conteudo enzimatico. A esta fase dad-se o com a membrana dos granulos corticais.
nome de vesiculacdo e caracteriza a RA. Essa fusdo é propagada como uma onda,
Dentre essas enzimas destacam-se aenvolvendo toda a superficie do odcito, a
hialuronidase e a acrosina, que hidrolisam a partir do ponto da fusdo espermatozoide -
matriz da  zona, faciltado pela od6cito. O conteddo dos granulos corticais
hipermotilidade espermatica, o que permite possui enzimas como as hidroliticas,
a passagem do gameta para O espagoproteinases e peroxidases, que Ss&o
perivitelino (espaco entre a zona pellcida e a depositadas no  espaco  perivitelino,
membrana do gameta feminino) (Bazer et al, provocando hidrélise parcial das proteinas
1995; Goncalves et al., 2002 e Senger, da zona pelicida, sendo transformadas em
2003). ZP1F, ZP2F e ZP3F. Os sacarideos da zona
pelicida também sofrem alteracdes por agéo
A fusdo do odécito com o espermatozdide das glicosidases, liberadas dos granulos
ocorre apds a penetragdo, especificamente corticais. Com essas modificagbes, a zona
pelo contato entre o segmento equatorial do pelicida perde receptores espermaticos e
gameta masculino e a membrana plasmatica tornam-se mais resistentes a digestdo
do gameta feminino. A membrana vitelina enzimética, impedindo também a penetragéo
(membrana plasmética do gameta feminino) de outros gametas, o que poderia provocar
participa ativamente nesse processo e, dessapolispermia, impedindo a clivagem e o
forma, o espermatozoéide é incorporado pelo desenvolvimento embrionério (Gongalves et
ooplasma. O odcito ativado pela presenca do al., 2002).
espermatozoide responde inicialmente com a
despolarizagdo da membrana plasmética,
hidrolise do fosfatidilinositol  bifosfato
(PIP2), com o aumento das oscilacbes
intracelulares de célcio, exocitose dos

2.3 — Métodos de avaliagdo de sémen

Em raz&o do alto custo e demanda de tempo
para testar sémen a campo, pesquisas tém

granulos corticais, aumento do pH sido realizadas para obter um método de
intracelular e sintese protéica (Gongalves et avaliagdo simples e acurado para predizer e
al., 2002). ranquear o potencial fértli de uma

determinada amostra. Sabe-se também que
Os mecanismos pelos qual essa reacdo nenhuma caracteristica seminal é altamente
ocorre somente na regido apical ainda ndo correlacionada com fertilidade. As variaveis
estdo totalmente esclarecidos, mas parece para avaliar a qualidade seminal (volume,
estar relacionados a menor concentragdo de motilidade, concentracdo e morfologia)
colesterol, maior concentragdo de lipidios possuem limitacBes para predizer a taxa de
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prenhez, embora, sejam eficazes para acrossomatica, pés-congelamento, na
eliminar amostras de pobre potencial de tentativa de separar amostras de sémen, com
fecundacao (Christensen, 1999; Zhang et al., melhores probabilidades para se predizer
1999; Rodriguez-Martinez, 2003). altos indices de prenhez (Zhang et al., 1999;
Rodriguez-Martinez, 2003; Celeghini,
O espermatozéide é uma célula complexa e 2005). As técnicas utilizadas podem ser
de alta especializacdo, podendo tornar-se indicadas ndo somente para o uso no FIV,
incapaz para a fecundacdo, quando um ou mas também para indicar touros de alta
mais dos aspectos bioquimicos (ou fertilidade para uso na IA, ou na MN
morfoldgicos) tornam-se alterados (Feliciano Silva, 1998).
(Jeyendran et al., 1984). Normalmente, a
avaliacdo de somente um destes aspectos,2.4 — Avaliagcdo Androldgica
nao garante a condicdo de normalidade dos
outros, sendo o mais indicado é a A avaliagdo do sémen ¢€é de grande
combinacdo de varios destes fatores, em importancia tanto para exame andrologico,
andlise multifatorial, para o diagnostico com para a sele¢do de touros, quanto para a
maior acuracia confiabilidade, da avaliacdo esperméatica apés o congelamento
funcionalidade desta célula pos-congelacdo do sémen. A avaliacdo da fertilidade do
(Christensen et al., 1999; Melo, 1999; Zhang touro depende de uma série de fatores
et al., 1999; Rodriguez-Martinez, 2003). associados entre si. Estes fatores vdo desde
Neste contexto, Zhang et al (1999), ao o0s aspectos comportamentais, passando
trabalharem com sémen de touros da raca pelos exames clinicos, dos 6rgdos genitais,
Sueca Vermelha de 11 a 13 meses de idade, avaliacéo fisica e morfologia do sémen e da
e ao utilizarem avaliacéao pos biometria testicular (Vale Filho et al, 1994).
descongelamento envolvendo motilidade,
vigor, morfologia e testes funcionais, como Ressalta-se que a selecdo androldgica
caracteristicas de sémen poOs “swim-up”, preliminar jamais podera ser substituida ou
teste de ligacdo a zona pelicida e FIV, ndo eliminada do processo de escolha e sele¢édo
conseguiram prever a prenhez a campo de de touros de normal fertilidade, uma vez que
forma significativa, em regressdo simples. os exames androlégicos de rotina sao os
Nas andlises de regressdo mdltipla, passos iniciais para qualquer outro exame
utilizando como variaveis explicativas todos complementar de predi¢céo da fertilidade em
os resultados dos testes na férmula gerada bovinos (Salvador, 2005).
pela andlise, explicou 94 %{(R 0,94, p<
0,001) da variagéo da taxa de prenhez. Exames de rotina, apdés a coleta, sao
realizados para avaliar os parametros
Amostras de sémen apresentam grande quantitativos e qualitativos do sémen. Os
variabilidade quando testados “in vivo” parametros quantitativos sdo a avaliagdes do
(avaliados pela taxa de ndo retorno aos 56 volume, concentracbes e o numero total de
dias), “in vitro”, e na TE (Blottner et al., espermatozdides. Os qualitativos sdo a
1990; Popwell e Flowers, 2004). Nesse aparéncia, motilidade, vigor,
contexto, tem-se empregado testes turbilhonamento e morfologia (Christensen,
funcionais em sémen criopreservado como o 1999; Zhang, 1999; Rodriguez-Martinez,
Thos, o TTR, as sondas fluorescentes, a 2003).
RAI, a avaliagdo da estrutura da cromatina,
penetracdo em muco cervical, proteinas do A motilidade espermética é provavelmente a
sémen e outros, para melhor avaliar a avaliacdo mais comumente realizada. Os
integridade funcional e estrutural das resultados sdo subjetivos e € necesséaria uma
membranas plasmética, mitocéndrial e boa experiéncia do examinador para uma
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avaliacéo confiavel. Entretanto, a
porcentagem de espermatozéides moveis
avaliada visualmente, ndo ¢é altamente
correlacionada com taxa de prenhez (Phillips
et al., 2004). A motilidade espermatica € um
dos principais métodos de avaliagdo do
sémen criopreservado constituindo-se num
dos elementos mais importantes na
estimativa da viabilidade espermatica
(Gadella, 2001).

Phillips et al. (2004), ao trabalharem com A CE € uma

sistema originado do modelo norte-
americano BSE (Breeding Soundness
Evaluation) e pode ser utilizado para a
selecdo tanto de tourd®os taurus taurus

guanto de Bos taurus indicus Nesta

classificacdo levam-se em consideracdo
aspectos fisicos (motilidade e vigor),
aspectos morfolégicos e a circunferéncia
escrotal (CE), em funcdo da idade
cronoldgica do animal (Vale Filho, 1988).

importante caracteristica

varios parametros da qualidade do sémen e aferida em touros de corte, quando se

comparou com as taxas de nédo retorno, taxa pretende monitorar

de fecundacéo “in vitro” (avaliada por taxa
de clivagem e de blastocisto) e taxa de

a precocidade e a
fertilidade de um rebanho. Touros com
maior CE geralmente produzem maior

prenhez, sugeriram que a Unica caracteristica quantidade e qualidade de espermatozoides

gue se correlacionou significativamente com
esses atributos foi a porcentagem de
espermatozoéides normais, avaliada pela
morfologia.

Quanto a morfologia, existe grande
variedade de métodos e sistemas de
classificacdo morfoldgica. As caracteristicas
morfolégicas dos espermatozéides podem

ser avaliadas por meio de suspensdes fixadas

em formol-salino na microscopia de

contraste de fase ou por meio de esfregacos congelamento

corados (eosina-negrosina, vermelho
congo/violeta genciana) na microscopia
Optica comum. Em alguns sistemas de
classificacdo os defeitos séo classificados
em defeitos primarios e secundarios, de
acordo com a origem presumida dessas
anormalidades. Os defeitos primarios séo
considerados  originados  durante a

em animais jovens. Esta caracteristica
apresenta herdabilidade moderada a alta e
correlaciona-se negativamente com a idade a
puberdade das filhas do touro. Considerando
gue a idade a puberdade das fémeas esta
associada favoravelmente & posterior
producdo, selecionar touros de maior
tamanho testicular, otimiza-se a fertilidade
do rebanho (Freneau, 2006).

Para avaliagdo de sémen pré e pos
a motilidade retilinea
progressiva, deve ser de no minimo 60% e
30%, respectivamente, o vigor (1-5): 5, os
defeitos maiores e totais ndo exceder de 15%
e 30%, para ambos (CBRA, 1998).

2.5 — Teste Hiposmético (Thos)

O teste hiposmético que é um tipo de teste

espermatogénese, enquanto os secundariosutilizado para avaliar a integridade funcional
desenvolvem-se no armazenamento, na da membrana plasmética do espermatozéide,
passagem pelo trato reprodutivo e na adicdo basea-se no fato de que o transporte de
da secrecao das glandulas acessorias (Juhds#luidos ocorre normalmente através da

et al, 2000). Blom (1973) simplificou esta
classificacdo em defeitos maiores e defeitos
menores de acordo com a importancia
dessas anormalidades para a fertilidade.

Dentro deste contexto, o sistema CAP
(Classificacdo andrologica por pontos) tem
sido utilizado com sucesso no Brasil. Este

membrana plasmética integra, sob condi¢des
hiposméticas, até que o equilibrio seja
alcancado. Em razéo do influxo de fluidos, a
célula se expande e torna-se turgida,
principalmente na membrana do é&pice da
cauda, dando origem a caudas enroladas na
extremidade, podendo ser identificadas
facilmente em microscopia de contraste de
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fase (Jeyendram et al., 1984). No entanto, a diminuido periodo de sobrevivéncia dos

passagem de fluidos através da membrana éespermatozdides ap6s o descongelamento,
apenas um dos atributos fisiol6gicos dentre decorrido de perda de estruturas celulares e
muitos dessa estrutura. Corantes de exclusdoqualidade das membranas, ocorridas com o

vital (como os fluorescentes, azul tripan,
eosina nigrosina) podem ser utilizados para
avaliar a integridade estrutural da
membrana. Desta forma um teste ndo
substitui o outro, mas devem ser utilizados
em conjunto, havendo uma correlacdo de
média magnitude com Thos, e de baixa
magnitude com parédmetros de motilidade,
vigor e morfologia espermética (Jeyendran
et al., 1984; Vazquez et al., 1996; Brito et
al., 2003). No entanto, existe uma
variabilidade encontrada pelos autores entre
0 Thos e fertilidade “in vivo” e “in vitro”
(Jeyendran et al., 1984; Correa et al., 1997;
Rota et al., 1999; Brito et al., 2003).

Jeyendran et al. (1984) encontraram

congelamento-descongelamento das células
(Silva et al., 2006). Portanto, com a maior
difusdo e uso de sémen bovino congelado
nos processos de LA, T.E. e F.LV,
surgiram  recomendagfes para testes
envolvendo resisténcia metabdlica
espermatica, pela exposicdo de amostras de
sémen ao calor continuo a 38° C, por cinco
horas, supondo a mesma condicdo de que
estes estariam no trato genital da fémea
(Arruda, 1988).

Ludwick et al. (1948) observaram correlacéo
(p<0,05) entre a fertiidade a campo e a
persisténcia da longevidade (persisténcia de
motilidade e vigor) de espermatozoides

correlagdo de 0,90 entre espermatozoides bovinos a 38°C, durante 5 horas.

gue reagiram ao teste e taxa de penetragéo

na zona pellcida. Rota et al. (1999) e Brito
et al., 2003 ndo encontraram correlagcéo
(p>0,05) entre o Thos e taxa de clivagem,
moérula ou blastocisto, enquanto Correa et al.
(1997) encontraram correlagcdo de 0,57
(p<0,05) entre o Thos e indice de prenhez

(IP).

Para a metodologia do Thos, apos as

O TTR pode ser lento ou r4pido. A prova
lenta consiste em descongelar o sémen em
banho-maria a 38 °C por 30 segundos, sendo
este mantido em tubo de ensaio a 38 °C,
durante quatro ou a cinco horas,
continuamente. Na prova rapida descongela-
se 0 sémen da mesma maneira, sendo
mantido em tubo de ensaio por 45°C,
durante 15 a 30 minutos. Nos dois casos, em

contagens das alteragBes morfologicas da intervalos de 15 a 30 minutos, fazem-se
cabeca, do acrossoma, da peca intermediariaavaliacdes subseqlentes para se detectar, as
e cauda dos espermatozdides na amostra dequedas sucessivas da motilidade e o vigor
sémen, que ndo foram submetidas ao Thos espermatico. Amostras de sémen de alta
(Blom, 1973), faz-se a leitura para o mesmo, qualidade podem permanecer até quatro
contando-se todos os espermatozoéides com horas continuas apoés o inicio do TTR iguais
alteracbes na cauda do espermatozoéide, a quando se iniciou o teste (Jondet, 1980).
sendo consideradas normais, pois a
membrana dos mesmos, em condi¢cbes Arruda (1988) ndo verificou diferencas
hiposmdticas, é capaz de reter e transportar (p>0,05) na taxa de prenhez ao primeiro,
agua proveniente do meio, sendo subtraidos segundo e terceiro estros, para 0S
pelas alteracbes nas caudas dos mesmostratamentos TTRr, ou TTRI em amostras
antes do Thos (Melo, 1999). padrées, que no final dos testes,
apresentaram-se acima de 20% de
2.6 — Teste de Termoresisténcia (TTR) motilidade espermatica.
Um dos fatores responséavel pela queda de 2.7 — Reagao acrossdémica induzida (RAI)
fertilidade em sémen criopreservado é o
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Este método foi adaptado e desenvolvido 3 - MATERIAL E METODOS
pelo Laboratério de Reproducdo da
EMBRAPA, visando principalmente  Localizagdo, clima e descricdo da
selecionar touros potencialmente mais propriedade
férteis, dentre aqueles geneticamente
superiores, utilizados na 1A, TE, FIV e Os tourinhos da raga Tabapud foram
também na MN. Este método permite selecionados atraves de exame clinico-
complementar, com maior seguranga, 0s androlégico, tendo permanecidos do
exames androlégicos de rotina (Feliciano nascimento a idade adulta na fazenda
Silva, 1998). Os meios indutores da RAI Araguaia, municipio de Lajeddo (BA), no
mais comumente utilizados sé&o a heparina e extremo sul do estado. Os animais foram
o célcio iondforo, que em touros, a primeira criados em regime de pasto, com
mostrou-se mais eficiente (Assumpcéao et al., suplementa¢do na seca, até a idade de dois
2002). anos, época das colheitas das aliquotas de
sémen destinadas a criopreservacao, e a este
Salvador (2005) e Blottner et al., (1990), experimento.
observaram grande variabilidade na resposta
de touros a porcentagem de espermatozoidesO clima da regido é quente e Umido, com
gue reagem ao RAI. Isso pode ser explicado temperaturas e precipitacdes que apresentam
pela exigéncia individual de concentragédo de ciclos bem definidos, com média anual de
heparina no meio indutor de capacitagdo 1200 mm e temperaturas maxima e minima
(Goncalves et al., 2002), ou ao grau de lesdo de 30,8 °C e 19 °C, respectivamente (IBGE,
aos receptores de heparina, adquiridos no 2004).
processo de criopreservagao, ou de proteinas
ligadoras de heparina, presentes no plasma A fazenda possui area de 1000 ha. com
seminal (Januskauskas et al., 2000). pastagens predominantes de Brachiaria
decumbens e Brachiaria brizantha, e seu
Nao foram encontradas correlacdes (p>0,05) rebanho é formado de 1100 animais da raca
entre RAI e a maioria das caracteristicas Tabapua PO e LA, havendo 500 matrizes em
androlégicas do sémen pré-congelamento, reproducéo, sendo fecundadas em sistema de
ou proteinas totais no touro, porém IA, onde sdo obtidos os tourinhos destinados
correlagdo negativa e de média magnitude (r para a venda.
=-0,51) foi encontrada com a Mot P6s. Com
a CAP encontrou-se correlacdo negativa e de Selecdo Androlégica
média magnitude (r = —0,47), 0 que mostra
baixa associacdo entre caracteristicas fisicas Os tourinhos Tabapud foram examinados
e morfolégicas do sémen, e a RAI (Salvador, quanto aos aspectos clinico-andrologicos e
2005). Alta variacdo na literatura foi de qualidade do sémen (CBRA, 1998), tendo
observada com relacdo a associagdo entre asido feita a determinacdo da CAP (Vale
RAI e taxa de prenhez a campo, sendo que Filho, 1988; 1989). De um total de 140
Januskauskas et al. (2000) e Assumpcéo et animais, dezoito deles foram destinados a
al. (2002), por exemplo, ndo encontraram criopreservagdo, durante um periodo de
associacdes, enquanto Lenz et al. (1987) e média de 23,7 meses. Desses 18, apenas 12,
Ax e Lenz (1987); Whitfield e Parkinson seguiram as analises do presente estudo, pois
(1992) e Whitfield e Parkinson (1995) foram os que obtiveram as recomendacdes
reportaram altas correlagdes, e Blottner et al. do CBRA (1998), para caracteristicas do
(1990), observaram correlagdes de média sémen bovino pds-criopreservacao.
magnitude.
As colheitas de sémen foram realizadas com
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auxilio de um aparelho eletroejaculador e as

avaliacdes fisicas (motilidade, vigor e
turbilhonamento) dos  espermatozoéides
realizadas imediatamente apos as

ejaculacdes. Para a avaliacdo morfologica,
foi utilizada a solugdo de formol-salino

tamponada (Hancock, 1957), transportada
em temperatura ambiente e realizada no
Laboratério de Andrologia da Escola de
Veterinaria da UFMG (CBRA, 1998).

Os animais, cujo sémen foi destinado a
criopreservacdo, foram aqueles que
obtiveram < 15% de defeitos maiores e <
25% de defeitos totais, e que obtiveram no
momento da coleta que 60% de motilidade
espermatica progressiva retilinea (Mot Pré),
com vigor (1-5) = 5 (CBRA, 1998). A
congelacdo do sémen foi realizada de acordo
com Abreu (2002) (comunicagdo pessoal).
Apos estas andlises o sémen foi diluido (1:1
sémen/diluidor) e envasado em palhetas tipo
francesa, 0,5 ml, com o diluente descrito por
Nagase e Niwa (1964), sendo de 11 % de
solugdo mée de lactose a 10 %, 6 % de
glicerina, 20 % de gema de ovo, 1 mg/ml de
estreptomicina e 1 milhdo Ul/ml de
penicilina  potassica, com  posterior
resfriamento e equilibrio por um periodo de
seis a oito horas a 5 °C.

Apoés a fase de equilibrio, a congela¢do do
sémen foi realizada, depois das palhetas
permanecerem por 15 minutos em vapor de
nitrogénio liquido a -80 °C, e posterior

imersdo no mesmo. Trinta doses de sémen
foram congeladas para cada tourinho
selecionado. Os critérios, para aprovagdo do
sémen bovino pos-congelacdo, foram de
acordo com as recomendacfes do CBRA
(1998). A concentragdo espermatica por

acrossOmica induzida por heparina (RAI);
(3) o teste de termorresisténcia (TTR) e do
indice de prenhez na primeira 1A (IP).

A metodologia para o Thos, consistiu na
mistura de uma aliquota de 30 microlitros
(1) de sémen em 300 pl de solucao
contendo citrato de sodio e frutose, a 75, 100
e 125 mOsmol/ml, mantida a 37°C por 1
hora em banho maria. Todas as solucdes
preparadas foram medidas em osmoémetro,
para averiguar a osmolaridade. Apos este
periodo as amostras foram fixadas em 0,5ml
de solugéo formol - salino tamponada, para
leitura em microscopia de contraste de fase
(Brito et al., 2003). A interpretacdo procedeu
da seguinte forma: o total de caudas
dobradas ap6s o Thos foi subtraido do total
de espermatozéides com caudas dobradas
antes da incubacdo, em solugdo hiposmotica
(Correa et al., 1997; Melo, 1999).

Na RAI o material descongelado e contendo
sémen com diluente foi lavado por
centrifugacdo em meio TALP HEPES
(albumina 6mg/ml, CaClZ 2 mM, KCI, 3,1
mM, MgCR 0,4 mM, NaCl 100 mM,
NazHPO4 0,3 mM, Lactato de soédio 21,6
mM, NaHCO3 25 Mm, Piruvato de sédio 1
mM), por trés vezes a 300g por 10 minutos,
para a retirada do diluente. A concentracdo
espermatica foi padronizada para todos os
touros em 20 milhdes de
espermatozoides/ml. ApOs esse
procedimento, o sémen foi incubado em trés
tratamentos sugeridos por Feliciano Silva
(1998):

(1) 250 pl sémen + 750 pl Talp (controle)
incubados por 4 horas e 15 minutos;

dose envasada de sémen por palheta foi de(2) 250 pl sémen + 650 pl Talp + 100 pl de

20 milhdes de espermatozoides viaveis, pds-
descongelamento.

Testes Funcionais

Os testes funcionais utilizados foram: (1) o
hiposmético  (Thos); (2) a reacao
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heparina,
minutos;
(3) 250 pul sémen + 550 ul Talp + 100 ul de
heparina + 100 pl de Lisofosfatidilcolina

incubados por 4 horas e 15

(LPC) adicionado depois de 4 hs,
permanecendo por até 15 minutos de
incubacéao;



Apés estas incubacdes e no tempo zero o
sémen foi avaliado pelo método azul tripan/

giemsa adaptado de Feliciano Silva (1998).
Para tal, o giemsa comercial, na

concentracdo de 0,8 % foi diluido em agua
destilada em 1:1, para ser utilizado

diretamente sob esfregaco na lamina, apés
incubacdo com o azul de tripan, deixando
por um periodo de 60 minutos. O azul de

tripan utilizado foi na concentracdo de 0,2

%, e incubado em banho maria por 15

minutos. A concentragdo de heparina usada
foi a de 50 pg/ml e a de LPC foi de 100

pa/ml (Salvador, 2005).

A formula usada para interpretacdo da RAI
foi a seguinte:
RAI = ((F3/(F2+F3)x100)-
((C3/(C3+C2)x100)); em que:

F3= % de vivos com acrossoma reagido
apos 4: 15 h de incubacéao;

F2= % de vivos com acrossoma integro apés
4: 15 h de incubacgéo;

C3= % de vivos com acrossoma reagido
logo apds descongelamento do sémen;

C2= % de vivos com acrossoma integro logo
apos descongelamento do sémen;

Para o TTR foram utilizados dois métodos: o
TTRI e o TTRr. A prova lenta consistiu em

descongelar o sémen em banho-maria a 38 significAncia de 5

°C por 30 segundos, e posteriormente
mantido em tubo de ensaio a 38°C, durante

quatro horas. Na prova rapida, o sémen apads incluindo-se

Os doze tourinhos tiveram o sémen
submetido ao IP e aos testes funcionais,
classificados de acordo com parametros
minimos exigidos pelo CBRA (1998). O IP
foi avaliado em novilhas artificialmente
inseminadas (IA) com apenas uma dose de
sémen. Foram inseminadas 4 novilhas
Nelore por touro Tabapud, que foram
mantidas numa fazenda de 300 ha, no
municipio de Carlos Chagas (MG), com
boas pastagens e aguada (Panicum
maximum e Brachiaria decumbens), e boa
mineralizacdo. As novilhas tinham 24 meses
de idade e peso de 400 kgs, com escore
corporal (1-9) = 6 no inicio do trabalho.
Foram sincronizadas somente aquelas
detectadas com ovulacdo, apds avaliagédo
clinica-ginecolégica. O  método de
sincronizacdo utilizado foi o de dupla
aplicacao de prostaglandina & Zciosin®)
intervaladas de 5 dias. A IA foi realizada de
acordo com a detecgédo do cio. O diagnostico
de gestacéo foi efetuado 60 dias da IA, pelo
método de palpacao retal.

Andlise dos dados

As andlises de varidncias das variaveis
androldgicas e dos testes funcionais foram
realizadas utilizando o programa Saeg
(2004), comparacdes de médias, dependendo
do modelo, foram realizadas pelo teste SNK,
para varidveis paramétricas, Mann-Whitney
e Kruskal-Wallis, para varidveis nao
paramétricas, utilizando o nivel de
%. Foram também
coeficientes de correlacdo
entre as varidveis testadas,
o IP. Finalmente foram

estimados
(Pearson)

ser descongelado foi mantido em tubo de ajustados modelos de regressdo simples e
ensaio por 45 °C, durante meia hora. Nos mudltipla para predizer o IP em funcdo dos
dois casos, em intervalos de 15 a 30 testes funcionais e caracteristicas
minutos, foram realizadas avaliacdes para androldgicas, utilizando também o programa
detectar as quedas sucessivas da motilidadeSaeg (2004). A divisdo dos grupos foi
e do vigor esperméatico. Apos o final destes, realizada segundo o IP (menor ou maior que
amostras de sémen foram fixadas em formol a média) e também pela Mot P4s, maior ou
salina, para avaliagdo da morfologia menor que a média.

espermatica, depois das respectivas

incubacoes (Jondet, 1980).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO caracterizados pelas altas Mot P6s e Mot Pré
(65,4 e 38,1%) e vigor (1-5=5), e pela baixa
Apresentam-se na TAB. 1 os perfis quantidade de espermatozéides anormais no
zootécnicos e andrologicos dos doze pré congelamento (DM e DT, 10,6 % e 16,0
tourinhos Tabapua usados nesse %, respectivamente), sendo pois de se
experimento, bem como os dados do sémen esperar alto IP, pelo uso na IA. O peso
pré e pos-congelamento. Observa-se que corporal, CE e CAP, foram respectivamente
este grupo de tourinhos Tabapud, aos dois de 412,0 Kg; 31,2 cm e 80,8 pontos, sendo
anos de idade, apresenta sémen com altatambém considerados valores altos para a
qualidade, no pré e no pos congelamento, idade dos animais referidos.

Tabela 1 — Perfil zootécnico, andrologico e de etatglidade do sémen de doze tourinhos
Tabapuad com dois anos de idade, criados a pastaaprente selecionados pelo
CAP e pela qualidade do sémen pds criopreservacao

Touro 'dade Peso CE Conc  Tur Y% DM Dm DT C(Q_P o

(més) (Kg) (cm) (x10%ml) (1-5) @ O ) ) 150 ()
D 23 450 301 660 4 70 9 5 14 100 45
G 23 420 342 150 5 70 8 5 13 100 30
L 25 412 352 690 5 70 8 5 13 100 60
H 22 400 301 310 4 70 15 6 21 8 30
C 25 410 310 280 4 70 8 10 18 84 50
J 26 430 325 162 5 70 9 2 11 84 30
M 24 460 310 195 4 70 9 2 11 84 30
B 23 440 310 295 3 60 11 8 19 77 30
F 26 400 315 4100 5 60 9 6 15 76 30
A 25 440 305 312 3 60 14 2 16 61 50
E 21 35 288 460 4 60 11 10 21 61 30
| 22 380 290 141 4 60 15 3 18 61 45

X =12 23,7 412 31,2 3387 4,16 65,8 105 5,2 15,7 80,8,138

CE: circunferéncia escrotal; Conc: concentracao:.: Twirbilhonamento; Mot.: motilidade retilinea
progressiva; Vig: vigor pré-pés congelacdo foramnossmos igual a 5 para todos; DM: defeitos
espermaticos maiores; Dm: defeitos esperméticosoraen DT: defeitos esperméticos totais, CAP:
classificacéo androlégica por pontos; Mot Pos: ldatile retilinea progressiva ap6s a criopreservegao
sémen;

Na TAB. 2 sao apresentados os indices de relatados por Salvador (2005) e Rasul et al.
congelabilidade de sémen dos doze (2001), com perdas de 31 % e 29 %, para
tourinhos Tabapud selecionados a campo, sémen de touros Nelore e Bdufalos,

aos dois anos de idade, com médias de respectivamente. Esses resultados podem ser
motilidade poés-congelamento de 38,1 %. explicados pela queda do metabolismo e
Houve efeito da criopreservacdo (p<0,01) alteragbes nas membranas mitocondriais
para a motilidade, defeitos menores, do com o0 processo de criopreservacao
acrossoma e da cauda dobrada com perdas(Celeghini, 2005). Rasul et al. (2001)

de 27,3 %, 5,23 %, 5 % e de 8,7 %, encontraram perda (p<0,05) do acrossoma
respectivamente. Os resultados observados de 11,4%, apds congelamento do sémen de
para a queda da motilidade retilinea touros Bufalos, enquanto neste trabalho foi

progressiva (Mot) sdo similares aos verificada perda apenas de 5,0 %. Essa
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diferenca pode ser explicada pelo fato de congelagdo foi o “capuch&do”, adquirido,
gue em bufalinos a taxa de recuperagdo dos principalmente, pelas alteracbes nas
espermatozoides pos-descongelamento membranas acrossomais, externa e interna,
serem diminuida comparada com a de durante o0s processos de resfriamento e
bovinos, fato que pode ser explicado pelas reaguecimento do sémen, resultando no
diferengcas de constituicdbes das membranas extravasamento de seu contetdo, levando a
espermaticas dos dois tipos de animais. esse defeito.

Ainda na TAB. 2 a diferenca (p<0,01)
encontrada pré-pos congelacdo nos defeitos
de acrossoma e de cauda dobrada, estdo de
acordo aos reportados por Bailey e Buhr
(1995) que relatam que as membranas da
cauda e do acrossoma sao as mais
susceptiveis aos choques ocasionados pela
criopreservagdo, em decorréncia da menor
propor¢cdo de colesterol e &cidos graxos
saturados nessas porcoes da membrana
plasmética espermatica. As diferencas nas
alteracdes da cauda espermatica encontradas
neste trabalho (9,2 %) sdo semelhantes as
observadas por O’Connel et al. (2002) de 9,3
%.

Salvador (2005), ao trabalhar com sémen de
touros Nelore e com o mesmo diluidor,

encontrou integridade de acrossoma em
sémen pos-descongelamento de 85 %,
enquanto neste estudo foi 94 %. Essa
diferenga pode ter sido atribuida a qualidade
do sémen usado nos dois trabalhos, ja que no
primeiro a Mot Pos foi menor (29,4 %) do

gue a observada neste estudo (TAB. 2).
Rasul et al. (2001) reportaram que a perda
de qualidade do acrossoma ocorria em
funcdo do extravasamento de seu contetdo
(acrosina e hialuronidase), esse fato foi

também observado neste estudo, pois o
principal tipo de defeito encontrado apos

Tabela 2. Efeito da criopreservacdo do sémen sobretilidade e defeitos esperméticos em
tourinhos Tabapué com dois anos de idade, criagasta

Sémen Mot DM Dm Dacros Cdob DT
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
Pré cong 65,4(a) 10,6(c) 5,38(d) 1,0(f) 0,5(h) 19,0
P6s cong 38,1(b) 11,5(c) 10,61(e) 6,0(g) 9,2(i) 17p,

Mot: motilidade espermética; DM: defeitos esperntitimaiores; Dm: defeitos esperméticos menores;
Dacros: defeitos de acrossoma; Cdob: defeito espgmmrde cauda dobrada; DT:defeitos espermaticos
totais; Médias acompanhadas por letras difereresada coluna diferem significativamente (p<0,01)
pelo teste SNK, para varidveis paramétricas, e Mihitney, para variaveis ndo paramétricas;

Os resultados do TTRI estdo apresentados naobservados neste estudo estdo de acordo
TAB. 3. Eles mostram que o sémen se com os reportados por Parrish et al (1988),
manteve com a mesma Mot POs de O até 60 que relatam que o0 sémen bovino
minutos de incubacdo a 38°C (p>0,05), a criopreservado, perderia qualidade, a partir
partir do qual, os espermatozoides comegam de 120 minutos de incubacdo. Com relagéo
a diminui-la, porém mantendo-a semelhante ao tempo para realizacdo do TTR, Ferreira
até 4 horas de incubacao (p<0,05). Sugere- (2001) relatam que o tempo necessario seria
se, nesse caso, que se deve proceder ade 120 minutos de incubacdo, para sémen
técnica do TTR, para sémen bovino caprino criopreservado. Essa diferenca
criopreservado, até 90 minutos, porque a encontrada (90 para 120 minutos) pode estar
resposta serd a mesma aquela de 4 horas daelacionada a espécie, pois 0 sémen caprino
incubacado (p>0,05) e diferente (p<0,05) de possui menor taxa de recuperacdo e periodo
guando se iniciou o teste. Os resultados
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de sobrevivéncia poOs-descongelacdo, e a sémen dos touros trabalhados neste estudo.
pressdo de selecdo para congelabilidade do

Tabela 3. Teste de termorresisténcia lento (TTRE3®or 4hs) efetuado no sén
criopreservado de doze tourinhos Tabapud pré-seltos pelo CAP aos dois
anos de idade, de acordo com o tempo

Tempo MotP6s Tempo MotP6s Tempo MotP6s Tempo Mot Pos

(min) (%) (min) (%) (min) (%) (min) (%)
0 38,1(a) 60 30,6(a,b) 135 20,3(b) 195 15,3(b)
15 36,2(a) 90 26,8(b) 150 18,7(b) 210 14,9(b)
30 33,7(a) 105 22(b) 165 17,8(b) 225 14,4(b)
45 32,5(a) 120 19,5(b) 180  17,18(h) 240 13,3(b)

Mot Pés: motilidade progressiva retilinea pos-aiégprvacao; letras diferentes na coluna diferem ao
nivel de significancia de 5% pelo teste de Kruskallis;

Os resultados da comparacdo dos defeitos TTRI foram semelhantes, tanto para a
espermaticos logo apos o descongelamento e motilidade ~ como para morfologia
daqueles observados nos finais dos TTRr e espermatica, 0 que sugere que se pode
TTRI, estdo mostrados na TAB. 4. Os utilizar o TTRr em detrimento do TTRI, em
resultados indicam que o tempo de decorréncia da menor demanda de tempo, do
incubacdo ndo influiu (p>0,05) na taxa de primeiro teste. Esses resultados estdo de
defeitos menores, nos defeitos totais e nos acordo com Arruda (1988).
de cauda dobrada. Entretanto as taxas de
defeitos maiores, de acrossoma e a Mot Nesse experimento a perda da integridade
foram maiores (p<0,05) nos TTRr e TTRI acrossémica foi de 4,8 % pela leitura no
em relacio a seus valores poés- contraste de fase. Salvador (2005) encontrou
descongelamento, porém os valores uma perda de 9 %, em tourinhos da raca
referentes aos TTRr e TTRI (p>0,05) foram Nelore. Essa diferenca pode ser explicada
semelhantes. Esses resultados sugerem quepela menor motilidade do sémen da amostra
estas variaveis seriam as responsaveis pelautilizada pelo autor (29,3%), e pela pressao
reduzida fertilidade em sémen de sele¢do para qualidade do sémen ter sido
criopreservado. Os resultados dos TTRr e mais acentuada nos tourinhos do presente
experimento.
Tabela 4 — Defeitos espermaticos e motilidadeimetl progressiva observados imediatamente
pés criopreservagdo do sémen, pos TTRr e pos THRItaurinhos da raca
Tabapud, de dois anos de idade criados a pasto

Variaveis P6s Desc TTRr TTRI
Mot 38,1(a) 16,7(b) 10,1(b)
Dacros 6,0 (a) 10,8 (b) 9,8 (b)
Cdob 8,7 (c) 5,8 (c) 11,3 (c)
DM 11,12 (d) 16,9 (e) 16,0 (e)
Dm 9,8 (f) 6,1 () 12,0 (f)
DT 20,9 (9) 23,0 (9) 28,0 (9)

Médias acompanhadas por letras diferentes naslutiferem (p<0,05) pelo teste de SNK, para vargvei
paramétricas, e Kruskal-Wallis, para varidveis paamétricas. Mot: motilidade retilinea progressiva
Dacros: defeitos de acrossoma; Cdob: cauda dobBdagefeitos espermaticos maiores; Dm: defeitos
espermaticos menores; DT: defeitos espermaticasid®ds Desc: imediatamente pés descongelamento;
TTRr: teste de termoresisténcia rapido; TTR l:e@k termoresisténcia lento.
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Na TAB. 5 os tourinhos foram divididos em
dois grupos um com motilidade maior que
40 % e o outro com motilidade menor que
40 %. Para os testes de RAI 2, RAI 3, e IP,
ndao houve diferenca (p>0,05) entre os

responsaveis pela energia requerida para o
batimento flagelar (ATP), explicando a
relacdo com a Mot POs (Jeyendran et al.
1984).

grupos. Isto mostra que essas variaveis A média encontrada nesse experimento para

independem da Mot Pés, desde que ela
atinja o nivel minimo de 30 % (CBRA,
1998), como foi observada nesse estudo.

o teste Thos foi 24,7 %, resultado
semelhante ao observado por Correa e Zavos
(1995), e Brito et al. (2003) que encontraram

Esse fato era de se esperar j4 que 0 RAI 2 emédias 30 % e 28 9%, respectivamente.

RAI 3 avaliam
funcionalidade

a integridade e
(capacidade dos

espermatozoides de reagir o acrossoma pelamédias 36,8 %,

heparina em condicbes “in vitro”) das

membranas acrossomais, e ndo das
membranas mitocondriais, localizadas nas
caudas dos espermatozdides, portanto,
independem da Mot P6s. A diferenca

observada (p<0,05) para o Thos, e ambos
TTR (rdpido e lento), mostram que essas
variaveis dependem da Mot Pdés. Esse fato
pode ser justificado pela interpretacdo do
Thos indicar funcionalidade da membrana

plasmética da cauda dos espermatozoides,

onde estdo localizadas as mitocondrias

Entretanto, Jeyendran et al. (1984), Correa et
al. (1997), Rota et al. (1999) encontraram
444 % e 43,8 %,
respectivamente. Essas diferencas podem ser
atribuidas as racas, espécies e aos diluidores
diferentes, j& que estes fatores podem
interferir na qualidade do sémen
criopreservado. Esses resultados sugerem
gue a integridade funcional da membrana da
cauda do espermatozdide e a resisténcia
metabdlica sdo fatores que se somam e
refletem seus efeitos na motilidade
espermatica percentual, e na integridade das
membranas mitocondriais, resultando em
gueda na Mot Pos.

Tabela 5 - Grupos com Mot Pés superior e inferidD&6, em relagdo aos testes funcionais e
IP, em sémen criopreservado de tourinhos Tabapué&ois anos de idade, criados a

pasto
Grupos (%) TTRr TTRI RAI 2 RAI 3 Thos IP Mot Pés
Mot P6s<40 2,6 (b) 57(() 19,1(e) 20,1 () 18,8 (g)50,0 (i) 30,0 ())
Mot P6s>40 21,0(a) 30,0(d) 10,7(e) 27,8(f) 28,1 (h42,5() 50,0 (l)

Letras diferentes dentro da coluna indicam difemen@<0,05) entre as médias pelo teste SNK, para
variaveis paramétricas, e Mann-Whitney, para vargmao paramétricas (TTRr, TTRI e Mot P6s). Mot
Pés: motilidade retilinea progressiva pds descamgento; TTRr: teste de termorresisténcia rapida;
TTRI: teste de termorresisténcia lento; RAl 2 agén acrossdmica induzida pela heparina; RAI 3 :
reacdo acrossémica induzida pelo LPC (lisofosfatiina); Thos - teste hiposmdtico; IP: indice de
prenhez na primeira inseminacéo artificial;

Na TAB. 6 sdo apresentados os resultados observada em relacéo ao tratamento controle
sobre o efeito da heparina e do LPC sobre a (RAl 1), 4,33 %. N&ao foi observada
porcentagem de espermatozoides vivos apos diferenga (p>0,05) de inducdo entre a
04h15min de incubacéo e sobre a inducdo da heparina (RAI 2) e da heparina + LPC (RAI
reacdo acrossdmica. A média da RAI 3 foi 3). Também ndo foi observado efeito
22,7 %. A RAI 2 foi capaz de induzir a (p>0,05) na taxa de espermatozdides vivos
reacdo em 15,9 % dos espermatozoéides para a heparina e o LPC quando comparados
viaveis que se diferiu (p<0,05) daquela ao controle (RAlI 1). N&o foi também
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observada queda na porcentagem de vivos, células pos-congelacdo, explicando a ndo
com o tempo de incubacdo e com o Talp, diferenca (p>0,05) encontrada pelos RAI 2 e
pés-descongelamento, quando comparados o RAI 3, mascarando o efeito do LPC
RAI 1 e o RAIO. (componente fusogénico) sobre a reacdo
acrossbmica (Lukoseviciute et al., 2005),
A média de RAIl observada nesse estudo ndo necessitando de ser utilizado em sémen
(22,7 %) foi semelhante as observadas por criopreservado.
Parrish et al. (1985), Blottner et al. (1990),
Feliciano Silva (1998), Salvador (2005), que A taxa de espermatozéides vidveis ndo
encontraram médias de 29,0; 24,1; 24,0 e diferiu (p>0,05) entre o0s grupos, isto
18,0 %, respectivamente. O resultado de também foi observado por Parrish et al.
inducdo da RAI pela heparina no presente (1988), ao contrdrio das observacdes de
estudo foi de 15,9 %, que corrobora os Januskauskas et al. (2000) e Lukoseviciute
resultados encontrados por Januskauskas etet al. (2005). Nao houve efeito da incubacéo
al. (2000) e Pereira et al. (2000) de 10 % e e nem da heparina sobre o percentual de
16,5 %, respectivamente. A ndo diferenca células vivas. Isto esclarece a duvida sobre o
observada (p>0,05) nesse trabalho da tempo de incubacdo com a heparina, que
inducéo pelo RAI 2 e RAI 3, foi contraria ao para sémen criopreservado, pode ser de
resultado observado por Parrish et al. 04h15min. Pois segundo Januskauskas et al.
(1988), entretanto estes autores utilizaram (2000), o congelamento reduz a viabilidade
sémen a fresco, ao contrario do sémen e longevidade espermética, este ao se somar
criopreservado usado nesse estudo. Issocom a heparina, em razdo do seu efeito
pode ser explicado pelo efeito deletério da capacitante, conduziria a célula espermatica
criopreservagdo, que resultou em menor a um periodo reduzido de sobrevivéncia,
guantidade de células vivas, ao final do trazendo prejuizo na interpretagcdo dos
experimento, levando & distorcdo na resultados. Porém nesse experimento, talvez
interpretacdo dos resultados. Outro fato que pela alta qualidade inicial das amostras,
deve ser considerado sdo os efeitos resultando em alta taxa de recuperacado pos-
semelhantes a capacitagdo ocasionadas pelocongelagédo, houve sobreposicdo aos efeitos
processo de criopreservacdo, deletérios da heparina e do LPC, ndo sendo
potencializando o efeito capacitante da observado efeitos dos mesmos sobre o
heparina, levando a inducdo da reacdo percentual de células vivas apds as 4: 15 h
across6mica, em funcédo da maior fluidez das de incubacéo, avaliadas pelo corante azul de
membranas acrossomais e maior tripan.
concentracdo de calcio intracelular em

Tabela 6 — Reacdo acrossbmica induzida e taxa pernestozoides vivos, em sémen
criopreservado e incubados por 4: 15 horas, enmtmg Tabapud com dois anos
de idade, cridos a pasto, de acordo com os tratamen

Caracteristica (%) RAI 1 RAI 2 RAI 3
RAI 4,3a 15,9b 22,7b
Espermatozoides vivos 21,0a 23,7a 17,6a

RAI: reac@o acrossdmica induzida; RAI 1: sémenhado 4:15 hs com solugdo tampéo (talp hepes);
RAIl 2 - sémen incubado 4:15 hs com solucdo tamplp fiepes e heparina; RAI 3 - sémen incubado
4:15 hs com solugdo tampéao (talp hepes), hepatifaCe % vivos — é a porcentagem de espermatozoéides
vivos indicados pelo azul de tripan; médias acorhpdas por letras diferentes entre as linhas indicam
diferencas significativas (p< 0,05), pelo teste SNK
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Na TAB. 7 sdo apresentados os resultados Os resultados observados neste experimento,
do sémen criopreservado de tourinhos ndo estdo de acordo com os encontrados por
Tabapua com dois anos de idade, que foram Correa et al. (1997), que observaram
usados na IA, com obtencdo do IP: 50 %, diferengcas (p<0,05) para Mot Poés,
nas novilhas Nelore, cuja variacdo morfologia espermética, integridade de
individual foi de 25 % a 100 %, por tourinho acrossoma e do Thos, em relagdo a grupos
usado no experimento. Foram formados dois de alta e de baixa fertilidade. Esses valores
grupos de IP (> ou < do que 50 %), de também contrastam com os reportados por
acordo com Correa et al (1997), Feliciano Silva (1998) que encontrou
comparando-os com parametros de diferenca (p<0,05) entre a RAIl de grupos
avaliacdo de sémen pos-descongelamento ecom superior (IP= 84 %) e inferior (IP= 65
os testes funcionais realizados. Como pode %) fertilidade, 14 e 34 %, respectivamente,
ser verificado, ndo houve diferenca (p>0,05) porém estdo de acordo com o0s obtidos por
entre as variaveis estudadas nos dois grupos Assumpcao et al., 2002. Talvez o fato de se
de touros quanto ao IP, uma vez que foram ter usado sémen criopreservado, somente na
preservados 0s valores minimos primeira 1A, em novilhas com o cio
preconizados pelo CBRA (1998) para sémen sincronizado, e o tamanho da amostra
criopreservado, para se obter indices utilizada, nesse estudo, possa explicar o
satisfatorios de prenhez, como obtido nesse resultado contrastante observado neste
experimento. experimento em relacdo aos autores que
utilizaram mais de uma IA por matriz,
sémen a fresco, e fémeas nao sincronizadas.

Tabela. 7- Testes funcionais em grupos de sémepresiervado IP > ou < que 50 % em
tourinhos Tabapud, com dois anos de idade, cragasto

Pds PGs Pds
descongelacéo TTR rapido TTR lento
(38 °C/4h) (45°C/30°)
Grupos Thos Mot Pés RAI DM DT DM DT DM DT

IP>50%(67,5a) 22,8 (a) 37,14 (a) 21,8 (a) 9.8 (a) 20,4 ()18,2 (a) 22,6 (a) 17,8 (a) 31,4 (a)
IP<509(20,0b)19,2 () 37,0 () 27,6 (a)12,4 (a) 21,4 (a) 15,6 (a) 23,4 (a) 14,2 (a) 24,6 (a)

Thos: teste hiposmético; Mot Pés: motilidade imedizente pds descongelamento; P6s TTRr: teste de
termorresisténcia rapido; Pos TTRI: teste de teresténcia lento; DM: defeitos espermaticos maiore
DT: defeitos espermaticos totais; *IP com variaig@lividual por touro de 25 % a 100 % , em novilhas
sincronizadas (PGk2, Médias acompanhadas por letras diferentes namenesoluna, diferem
significativamente (p<0,05), pelo teste SNK, paasaveis paramétricas, e Mann-Whitney, para vaisave
nao paramétricas

A FIG. 1 é apresentada os resultados obtidos de haver reagdo acrossémica sdo também
guanto dos testes funcionais e a comparacao comprometidas.

entre os mesmos. O Thos (24,7 %), a
TxvivRAI 3, a Taxviv 0 (24,3 %), e ao RAI

3 (22,7 %) ndo apresentou diferencas
(p>0,05). Dessa forma, por qualquer método
de avaliacdo da integridade da membrana,
pode se determinar a viabilidade da mesma,
uma vez que, havendo alteracbes em sua
estrutura, sua funcionalidade e capacidade

N&o houve diferenga entre os resultados
observados para a Txviv 0 e TxvivRAI 3
(p>0,05). Este resultado € semelhante ao
observado por Lukoseviciute et al. (2005),
que utilizaram as mesmas técnicas e tempo
de incubacdo. O RAI 3, a Txviv 0 e a
TxvivRAlI 3, também ndo apresentaram
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diferencas (p>0,05), fato  também
encontrado por Parrish et al. (1985).

com amostras de sémen congeladas de
touros das racas Bos taurus taurus (Hereford,
Simental, Charolés e Limousin), de 2 a 7

N&o foram encontradas diferencas (p>0,05) anos de idade. No presente experimento
no Thos entre as seguintes osmolaridade: 75, utilizou-se  sémen  criopreservado de

100 e 125 (mOsmol/ml). Porém houve tourinhos Bos taurus indicus (Tabapud) aos
variabilidade de resposta entre touros dois anos de idade. Deve-se ressaltar
(p<0,05) com relagdo ao Thos, semelhante também a diferenca entre os diluidores e
ao reportado por Rota et al. (1999), embora métodos de criopreservacao utilizados.

nao observado por Correa et al. (1997). N&o

houve diferenca (p>0,05) entre os resultados A pressdo de selecdo para qualidade do
do Thos e da coloragdo espermatica pelo sémen também poderia ser um dos fatores
azul de tripan, nesse experimento. que contribuiram para a obtencdo de

Resultados semelhantes foram encontrados resultados contrastantes. Tais resultados
por Tartaglione e Ritta (2004), porém sugerem que apesar dos testes avaliarem

diferente do encontrado por, Schrader et al.
(1986), Vazquez et al. (1996) e Brito et al.
(2003), (p<0,05). Essas divergéncias
ocorreram pelo fato de Schrader et al. (1986)

diferentes aspectos da membrana plasmética
espermatica, integridade funcional (Thos) e
integridade estrutural (coloracdo vital pelo
azul de trypan) e capacidade das membranas

e Vazquez et al. (1996) terem trabalhado acrossomais passarem pela reacdo
com sémen de humanos e de suinos a fresco,acrossémica induzida pela heparina (RAI 3),

respectivamente, pois como tais espécies o resultado de um pode ser utilizado como

possuem menor taxa de recuperagdo pos preditor do outro, em sémen de touros

congelacdo comparados com os bovinos, tal Tabapud, aos dois anos de idade, criados a
fato pode interferir na interpretacdo dos pasto e selecionados pelo CAP.

resultados. Brito et al. (2003) trabalharam

Figura 1 - Comparacgdo entre os testes que avalientegridade das membranas espermaticas
em sémen criopreservado de tourinhos Tabapué @&amus de idade, selecionados
pelo CAP

3C

a
25

20

15 -

10

% de espermatozdides cor
membrana integra

Thos Txviv O RAI 3 TxvivRAI 3

Thos: teste hiposmético; Txviv 0: % sptz vivos pelétodo azul de tripan logo apds o descongelamento
das amostras de sémen; RAI 3: % de sptz vivos awssoma reagido logo apos o tratamento com
sémen+Talp-hepes+heparina+LPC; TxvivRAI 3: % sptes/pelo método azul de tripan apds tratamento
com sémen+Talp-hepes+heparina+LPC; letras igudisam que n&o ha diferenca entre as médias ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste SNK.
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Na TAB. 8 estdo apresentadas as correlagdesr=0,88), com o teste hiposmotico (r= 0,69 e
de Pearson entre as variaveis espermaticasr=0,78) e TxvivRAl 3 (r= 0,72 e 0,83).
pré-pds-congelacdo do sémen e os aspectosResultados semelhantes foram também
clinico-andrologicos, que se apresentaram encontrados por Ferreira (2001) que
com altas magnitude (p<0,05) em relacdo observou altas correlagbes entre TTRr e Mot
aos testes funcionais, processados nos Pds, porém ndo encontrou com a Mot Pré,
mesmos, e o0 IP. Nesse experimento da mesma forma que nesse estudo. Nao foi
nenhuma correlacdo foi observada entre a também observada correlacdo entre Mot Pos
RAI e o IP, este mesmo fato foi observado e IP, ao contrdrio das observacbes de
por Januskauskas et al. (2000) e por Christensen et al. (2005). Porém nesse
Assumpcao et al. (2002). Entretanto Ax e experimento, somente, foram utilizadas
Lenz (1984; 1987), Lenz e Bellin (1987), amostras com taxas de recuperacao
Blottner et al. (1990), Whitfield e Parkinson  satisfatérias pds-descongelamento, sendo
(1992) e Feliciano Silva (1998) encontraram realizadas alta pressdo de selecdo para
correlagdes significativas (p<0,05) e de alta congelabilidade das mesmas. Esses
magnitude entre estes testes. Deve ser resultados confirmam aqueles encontrados
ressaltado que esses autores utilizaram taxasna TAB. 5, onde foi observado que os TTRr,
de néo retorno aos 56 (ou 90) dias, enquanto TTRI e o Thos variaram em funcdo dos
no presente trabalho utilizou-se o IP, grupos de Mot Pés, verificando relacéo entre
confirmada pela palpacgéo retal apés 60 dias 0s mesmos.

da IA, j& que a correlacdo entre essas
variaveis (IP e taxa de ndo retorno) tem sido
reportada como baixa (Phillips et al., 2004).

Alta correlagéo foi encontrada entre o Thos
e Mot Pés (r= 0,76), o que ndo foi observado
para Mot Pré, nesse estudo. Fato também

No presente estudo, a correlacéo entre a RAI
e a Mot Pré foi significativa (p<0,05) e alta
(r=0,72). O mesmo foi encontrado por
Whitfield e Parkinson (1992). Esse resultado
€ explicado pelo fato da correlacdo entre
Mot Pré e a Mot Pés ser alta (0,88), e da

observado por Jeyendran et al. (1984) e
Ferreira (2001). No presente estudo
encontrou-se altas correlagbes entre Thos e
Txviv 0 e TxvivRAI 3 (r=0,70 e r=0,73), o

mesmo observado por Tartaglione e Ritta
(2004), embora, Jeyendran et al. (1984) e

Gltima ter também alta correlagdo com a
TxvivRAI 3 (0,88), j& que o RAlI 3 &€ médias correlacdes entre essas
dependente da porcentagem de caracteristicas. Esses resultados podem ser
espermatozoides vivos apds a incubacgdo de explicados pelo fato de que a integridade
4:15 horas. A RAI ainda teve alta correlacdo funcional da membrana plasmética, avaliada
negativa (r= -0,90) com DTr, DMr (r= - pelo Thos, seja um preditor da integridade
0,80), e com Dacros pré-congelamento (r= - estrutural da mesma em sémen
0,62). Esses resultados séo esperados pelocriopreservado, avaliada pelo azul de tripan,
fato de que células com acrossomas lesadoscom satisfatéria taxa de recuperacdo pos
ndo reagem a heparina, em razdo da ndo descongelamento, de tourinhos Tabapua aos
ligagdo da mesma aos sitios de fixagdo dois anos de idade.
contidos na membrana acrossomal externa
(Januskauskas et al., 2000); ou pela perda do Nesse trabalho ndo foi encontrada também
mesmo, antes da rea¢do com a heparina e oucorrelagéo entre Thos e IP, & semelhancga dos
com suas proteinas ligadoras de heparina.  resultados observados por Rota et al. (1999),
Brito et al. (2003) e Tartaglione e Ritta
Tanto no TTRr quanto no TTRI, foram (2004). Entretanto Jeyendran et al. (1984) e
observadas altas correlagcbes entre si (r= Correa et al. (1997) encontraram altas e
0,96), bem como com a Mot Pés (r= 0,89 e médias correlagdes (r= 0,90 e 0,57). Essas

Brito et al. (2003) tenham encontrado
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Tab. 8 — Correlacdes de Pearson entre os pringjpadsnetros espermaticos avaliddos
Tur Mot pré DTpré Txviv Txviv TTRI TTRr Dmr Dtr CE Dacrospré Dmr Dmpos Mot

0 RAI 3 Pés
Tur -0,66 -0,78 0,64 0,86
Mot Pré 0,71 0,69 0,88
DMpré -0,85 -0,72 0,76 -0,68
DTpré -0,84 -0,64
CAP 0,65 0,82 -0,67 0,92
Dmpré 0,65 0,83 -0,68
Txviv 0 0,69
TxvivRAlI 3 -0,66 0,69 0,83 0,72 0,79 0,67 0,80
TTRI 0,83 0,88
TTRr 0,72 0,96 0,89
Dmr -0,78 0,79 0,86
DTr 0,82
DMI 0,79 -0,84
Dml -0,78 0,69 0,67
DTI - 0,87 0,81
RAI 3 0,72 - 0,90 -0,62 -0,80
Thos 0,70 0,73 0,78 0,69 0,76

'Somente est&o representados correlacBes estatistita significativa (p<0,05); Tur: turbilhonamertos espermatozoides pos-ejaculacdo; Mot Pré: oaui
espermatica pré congelacao; DMpré: defeitos espmoadmaiores pré congelacdo; DTpré: defeitos esfiros totais pré-congelagdo; CAP: classificacédo
androldgica por pontos; Dmpré: defeitos espermgticenores pré congelagao; Txviv O: taxa de espendides vivos logo apds a descongelagdo do séraknapul

de tripan; TxvivRAI 3: taxa de espermatozdides sivapos 4:15 h de incubacéo do sémen com hepatiR& €Lisofosfatidilcolina); Dmr: defeitos espericat
menores apos o TTRr; DTr: defeitos espermatic@sst@pos o TTRr; DMI: defeitos espermaticos maiagass o TTRI; Dml: defeitos espermaticos menorés ap
TTRI; DTI: defeitos esperméticos totais apds o TTRAI 3: taxa de reagdo acrossdmica induzida pefzatina e LPC apds 4:15 h de incubacgédo; Thos: teste
hiposmotico; IP: indice de prenhez confirmada adpacéo retal aos 60 dias apds a IA; CE: circuntéaéescrotal; Dacrospré: defeitos de acrossomegnrgelacéo;
Dmpds: defeitos espermaticos menores pds descongeia do sémen; Mot P6s: motilidade esperméticalegsongelamento do sémen;
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diferencas podem ser
diferentes espécies trabalhadas
(touro/homem), pelo método de
congelamento (curva de resfriamento, tipo
de diluidor, método de descongelamento),
pela IA somente ao primeiro cio, pela
utiizacdo de fémeas sincronizadas e pelo
numero de novilhas utilizadas.

explicadas pelas

As correlagcbes observadas entre CE e Tur,
Mot pré, DMpré, Dmpré, DTpré, e CAP
foram de altas magnitudes, e iguais a 0,64,

0,71, -0,68, -0,68, -0,64 e 0,92,
respectivamente.Esses resultados foram
similares aos encontrados por Salvador

(2001), 0,71 (entre CE e CAP), embora,

nenhuma caracteristica analisada
separadamente obteve correlagdo (p>0,05)
com IP. O mesmo foi encontrado por Zhang
et al. (1999) e Brito et al. (2003). Entretanto
guando as andlises sao feitas em conjunto,
através de uma andlise de regresséo
multipla, observa-se que o coeficiente de
determinacdo aumenta progressivamente, a
medida que, acrescenta-se mais
caracteristica avaliada. A inclusdo de todas
as variaveis explicativas ao modelo, porém,
nao explicou significativamente variacoes
no IP, apesar de o modelo apresentar
coeficiente de determinacdc®=R0,83 (ver
Tab 9), mostrando que apesar dos testes
funcionais néo diferirem (p>0,05), na

Dias (2004), tenha encontrado correlacdo de comparacgdo entre seus valores (ver FIG. 1),
0,36. Essas diferencas, referentes ao CAP, cada um tem sua parcela de contribuicdo
podem ser atribuidas as idades dos animais para se prever o IP. O mesmo foi

trabalhados, e/ou ao nivel de padronizacdo previamente reportado por Zhang et al.

androlégica dos mesmos. Isto evidencia a (1999) e Kirk et al. (2005), melhorando

importancia da avaliagdo e selecdo precoce assim, a capacidade preditiva das analises
dos tourinhos, para serem usados como espermaticas laboratoriais, em relacdo ao IP.
reprodutores. As correlacoes ente, CAP

e o0s aspectos morfologicos do sémen Dessa forma, pode-se ver a complexidade

(defeitos totais) foram de -0,64 e -0,67. Dias
(2004) encontrou r= -0,15 e r=-0,65, para as
mesmas caracteristicas,
Enquanto Salvador ndo encontrou qualquer

respectivamente.

dos eventos ligados a fertilidade, bem como,
a complexidade da célula espermatica,
envolvendo diferentes fatores, explicando,
assim, o fato de que apesar deaRo (0,83),

correlacdo  (p>0,05). Esses resultados o mesmo ndo ter sido significativo. Isto
encontrados nesse estudo sugerem que amostra que podem existir alguns fatores
CAP € um bom método para selecdo de envolvidos que ndo foram controlados no
animais Tabapud, aos dois anos de idade, presente estudo. Talvez se utilizasse maior
para boa qualidade de sémen, em monta animero de fémeas nesse experimento?o R
campo, semelhante ao reportado por Dias pudesse ter sido significativo, pois permitiria
(2004). avaliar com melhor preciséo o efeito das
variaveis, diminuindo assim o “erro”
Observa-se ainda, com base na tabela 8, que experimental.
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Tabela 9 — Resultado das andlises de regress@andib o TTRr, o Thos, a RAI 3, a Mot Pés, o
DMpré e o DTpré, avaliados separadamente ou enumtmnpara prever a taxa de
prenhez a campo

Variavel Coeficiente de determinacédo
TTRr. 0,15

TTRr+Thos 0,16
TTRr+Thos+RAI 3 0,44
TTRr+Thos+RAI 3+Mot Pos 0,52
TTRr+Thos+RAI 3+Mot Pés+DMpré 0,52
TTRr+Thos+RAI 3+Mot Pés+DMpré+DTpré* 0,83

* FERT = 148,83- 0,178TTRrap + 3,406host + 4,187RAI6,541Motpoés — 16,508DM
+7,761DTOT (R = 0,83). :
5 — CONCLUSOES A heparina foi capaz de induzir a reacdo
acrossbmica espermatica sem alterar o
A criopreservacdo do sémen bovino altera a nimero de células vivas, durante o periodo
taxa de anormalidades esperméticas do de incubacdo de 4h 15 min, podendo ser
acrossoma, bem como de caudas dobradasutilizada durante este periodo, sem acarretar
nos  espermatozéides. Sobretudo a prejuizo na interpretacdo dos resultados.
longevidade dos gametas com relacdo aos
defeitos de acrossoma apés o TTRr e o Em
TTRI

sémen criopreservado ndo ha
necessidade de se utlizar o LPC para
inducdo da reacdo acrossdmica, quando se

O teste hiposmdtico (Thos) é de baixo custo
e de facil exequibilidade, podendo ser um

usa a heparina.
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