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RESUMO - Avaliou-se arelagdo entre os testes complementares (teste hiposmotico, teste de termorresisténcia lento
e teste de reagdo acrossomica) e os testes de avaliagfes convencionais (aspectos fisicos e morfoldgicos) de sémen bovino
congelado/descongelado e os indices de prenhez. Os val ores médios da motilidade espermética progressivaretilinea avaliados
pelo teste de termorresisténcia foram de 53,48 (pds-descongel amento), 43,69 (60 minutos), 35,88 (120 minutos) e 33,04%
(180 minutos) e a porcentagem de células reativas ao teste hiposmético foi de 37,89%. Correlacéo positiva e de média
intensidade foi encontrada para a motilidade espermatica progressiva retilinea pds-descongelamento e o teste hiposmético
(0,21). Entretanto, a correlagdo da motilidade aos 180 minutos com o teste hiposmético foi alta (0,64). A porcentagem de
células quetiveram acrossomareagido pés-descongelamento foi de 9,85%, apresentando correlagcdes negativasde médiaealta
intensidade (-0,25 e-0,46, respectivamente) com amotilidade espermaticaprogressivaretilineapds-descongel amento e apos
3 horas de incubagdo. Nao houve correlagdo dos testes complementares e da motilidade pés-descongelamento com a taxa de
gestacdo. Nenhum parémetro considerado isoladamente serviu para avaliar a capacidade fertilizante do sémen congelado/
descongelado.
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Relationship between conception rates obtained by using bovine frozen
semen and in vitro spermatic evaluation

ABSTRACT- Theobjectiveof thisstudy wasto eval uate therel ati onship between complementary (hiposmotic, thermo-
resistance and acrosome reaction tests) and conventional evaluations (physical and morphologic aspects) of bovine frozen/
thawed semen and conception rates. Average valuesfor spermatic motility eval uated by thermo-resistancetest were of 53.48%
(post-thawed), 43.69% (60 minutes), 35.88% (120 minutes) and 33.04% (180 minutes). The percentage of reactive cells
observed for the hiposmotic test was 37.89%. Average intensity was observed for post-thawing spermatic motility, positively
correlated to hiposmotic test (0.21). However, correlation between motility in the 180 minutes and hiposmotic test was high
(0.64). The percentage of cells presenting post-thawing acrosomereaction was 9.85%, which was negative correl ated to post-
thawing (-0.25) and after three hoursof incubation (-0.46) spermatic motility. No correl ation wasobserved for complementary
tests and post-thawed motility and the conception rate. No one of the parameters eval uated in this study wasindividually able
to indicate the fertilizing capacity of the frozen/thawed semen.
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Introducéo

A criopreservacdo do sémen bovino teve grandes
avancos na década de 40, apds a descoberta da funcéo
crioprotetora do glicerol (Polge, 1985). Entretanto, mesmo
com as melhores técnicas atuai s de preservagdo, obtém-se,
emmédia, 50% deviabilidadedapopul ago espermética(Watson,
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1995). Por ser umacélulacompl exa, o espermatozéidetorna-se
infértil guando um deseusfatoresbiogquimicosoumorfol égicos
é afetado. A avaliac8o de somente um desses aspectos néo

garante a condi¢cdo de normalidade do outro, portanto, a
combinacao de vérios fatores em umaandlise multifatorial

€ mais apropriada para diagnostico da funcionalidade e
integridade do espermatozéide (Melo & Henry, 1999).
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Parémetros convencionais utilizados na avaliagdo
espermatica (nimero total de espermatozéides moveis,
motilidade progressiva e morfologia) tém se mostrado limi-
tados quanto a capacidade de predizer o potencial de
fertilidade do sémen. Um Unico teste é pouco eficaz pelo
fato de que cada espermatozdide apresenta multiplos com-
partimentos subcelulares com diferentes fungdes a serem
avaliadas (Santos, 2003). Desse modo, alguns testes
complementares foram desenvolvidos, como os testes de
termorresisténcia (TTR), hiposmético (teste HO) e de
reacao acrossomica.

O TTR foi proposto por Dimitropoulos (1967) para
avaliacé@o da fertilidade potencial de partidas de sémen
congelado de bovino, sendo, posteriormente, adaptado
para as demais espécies. De acordo com Henry & Neves
(1998), 0 sémen bovino € de boa qualidade quando, depois
de submetido ao TTR, apresenta pelo menos 15% de
motilidade espermética progressiva retilinea e escore 3
(escaladelab) devigor espermético. No caso doshbovinos,
agrandeaceitacdo do TTR decorreu desuarelagao positiva
e alta com a fertilidade a campo, confirmada pela taxa de
prenhez aos 60 e 90 dias, com relacdo de 0,78+0,04
(Dimitroupolos, 1967).

PelotesteHO, pode-seavaliar aatividade damembra-
naplasméti cados espermatozoides, caracteristicaimpor-
tante para os diversos eventos fisiol 6gicos que ocorrem
durante afertilizagdo (capacitacéo, reacdo acrossomicae
fusdo dos espermatozéides com o ovdcito). Segundo
Jeyendran et al. (1984), espera-se que, quanto mais
espermatozoides preservarem esta caracteristica, melhor
serd a qualidade do sémen (Nie & Wenzel, 2001). Esta
técnica caracteriza-se pelo transporte de fluidos através
damembranaplasmaéticaintactadosespermatozéidessob
condic¢des hiposméticas até o equilibrio entre oscompar-
timentos. Em solugdo hiposmética, acélulaespermaticase
expande com o influxo defluidos, predominantemente na
regido dasfibrasdacauda. Comoinchago dasmembranas,
as fibras da cauda se dobram e enrolam — alteracfes
facilmente observadas em microscopio de contraste de
fase. Os espermatozoéides “inchados” ou HO positivo
(responsivo ao HO) séo classificados como de membrana
plasméticaintacta (Drevius, 1972; Jeyendran et al., 1984;
Inamassu et al., 1999).

A taxa de concepcao depende, portanto, da probabili-
dade de os espermatozo6i des gj acul ados passarem por com-
pleta modificagdo morfoldgica, bioquimica e biofisica,
capacitando-se e permitindo areagéo acrossomicaquando
em contato com a zona pelUcida do ovécito (Lenz et al.,
1983; Y anagimachi, 1989). Por isso, avaliar aintegridade do

acrossoma é imprescindivel para determinar a qualidade
esperméatica, pois areagdo acrossdmica precisaocorrer em
sincronismo com o momento da fecundagao.

A criopreservacgdoelevaosniveisdecélciointracelular,
assim como a capacitacéo (Gillan et al., 1997; Watson,
2000). Consequentemente, a reacdo acrossomal em
espermatozolides provenientes de sémen congelado/
descongelado pode ser realizada em tempo menor que o
necessario parasuaindugdoin natura nos 6rgdosgenitais
dafémea (O’ Flaherty et al., 1999; Watson, 2000).

O objetivo neste estudo foi avaliar a relagéo entre os
testeshiposmotico (avaliagdo daintegridadefuncional dos
espermatozéides), de reacdo acrossOmica e de
termorresisténcialento e os testes de avaliagdes convencio-
nais (aspectos fisicos e morfoldgicos) de sémen bovino
congel ado/descongelado e os indices de prenhez.

M aterial e M étodos

Este estudo foi realizado no municipio de Magda - SP,
localizado naregiéo noroeste do estado de S&o Paulo. As
partidas de sémen foram escol hidas por suamaior utilizacdo
no programa de inseminacdo artificial de uma fazenda.
Foram sel ecionadas 23 partidas de sémen provenientesde
13 touros Nelore com idades variadas, utilizadas em um
minimo de 20 doses, de acordo com os regi stros dos dados
referentes a estacdo de monta da fazenda (15/11/2002 a
15/01/2003).

Asanéliseslaboratoriais(avaliacdofisicaemorfol 6gica
do sémen p6s-descongel amento, teste determorresisténcia,
teste hiposmético e teste de reacéo acrossdémica) foram
realizadas no laboratério de Reproducao Animal do Depar-
tamento de Medicina Veterinéria da Universidade Federal
deVicosa (UFV).

Os ejaculados foram obtidos pelo método de
el etroejacul agdo. | mediatamente apdsacol eta, o tubo col etor
foi colocado em banho-maria a 37°C, onde foi mantido
durante todo o processo de avaliacéo do aspecto fisico do
sémen. Apos o célculo da concentracdo espermatica, foi
adicionado diluente (tris-gema de ovo) para obtencéo de
umaproporcéo 1:1. Ovolumedodiluidor acrescentado para
completar a diluicéo final antes do resfriamento do sémen
foi calculado com base na concentragcdo espermaética do
€jaculado, com adose inseminante fixadaem 25 milhSesde
espermatozoéides/dose. Apds a diluicdo total, o sémen
diluido foi conduzido & camara fria a 4°C (resfriamento e
equilibrio do sémen). Posteriormente, o sémenfoi envasado
em palhetasde 0,25 mL e criopreservado até o momento de
sua utilizagéo.
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Para avaliacao fisica do sémen congelado/desconge-
lado, foram considerados a motilidade espermatica pro-
gressiva retilinea (expressa em porcentagem) e o vigor
espermético (escalade 0 a5). As partidas de sémen foram
descongeladas a 37°C por, no minimo, 20 segundos e
homogeneizadas em tubos eppendorf aquecidos a 37°C,
para posterior avaliacdo. Uma aliquota de sémen foi acon-
dicionada em tuboseppendorfcontendo 1 mL de solucao
formol-salina tamponada (Hancoch, 1957) para posterior
analise da morfologia espermética com utilizacdo de
microscopia de contraste de fase com aumento de 1250X
sob objetiva de imersdo (Olympus, modelo 41F). Foram
avaliadas 400 células para determinacao do percentual de
espermatozoides normais e de anomalias de acrossoma,
cabega, peca intermedidria e cauda. Posteriormente, 0s
defeitos esperméticos foram classificados em defeitos
espermaticos maiores, menores e totais, de acordo com
Blom (1973).

Todas as caracteristicas seminais dos animais inclui-
dosnesteexperimento encontravam-sedentro dospadrdes
de normalidade para a espécie bovina preconizados pelo
Ministério da Agricultura e pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (Henry & Neves, 1998), com excecao
daspartidas4 e 6 que apresentaram porcentagem dedefeitos
maiores e totais acima da recomendada para utilizagdo em
programas de inseminacado artificial (29 e 35,5% para a
partida 4; 23,5 e 27,5% para a partida 6). Contudo, estas
partidasforamutilizadasemvirtudedaestratégiadecruza-
mento adotada na fazenda.

A longevidade dosespermatozdéidesdecadapartidade
sémen foi avaliadapel o teste determorresisténcialento, de
acordocomVogleretal. (1991). Otesteconsistiuemrecol ocar
umaamostradesémen de 0,25 mL (umapal heta) previamente
descongelada a 37°C por, no minimo, 20 segundos em um
tubo eppendorf de 1,5 mL e submeté-la a incubacao
em banho-mariaa37°C por 3 horas. A amostrafoi avaliada
acada 60 minutos(TO, T60, T120 e T180 minutos) quanto a
motilidade espermaticaprogressivaretilinea(0a100%) eao
vigor espermatico (0 a 5) utilizando-se microscépio com
aumento de 100a400X. Paraclassificagéo dascaracteristicas
fisicas do sémen congelado/descongelado, empregou-se
0 padrdo estabelecido por Henry & Neves (1998).

Para o teste HO, acrescentou-se umaaliquotade 20
de sémen congel ado/descongelado (37°C por, no minimo,
20 segundos) al,0 mL deumasolugédo comfrutoseecitrato
trisddico na concentragdo de 100 mOsm/L, previamente
aguecida a37°C (Revell & Mrode, 1994). Essasolucéo foi
incubada por 60 minutos @ mesma temperatura. Posterior-
mente, as amostras foram fixadas em 0,5 mL de solucéo de

formol-salinatamponada. Posteriormente, uma amostra de
20 ni dasolucgéo foi colocada entre lamina e laminula para
contagem de 100 espermatoz6ides, em microscopiadecon-
trastedefasecomaumento de 1250x sob objetivadeimerséo.
Ascélulasforam classificadasquanto apresencaou nao de
cauda dobrada ou enrolada e o resultado foi determinado
em porcentagem, efetuando-se o célculo pelaférmula: HO
(%) = (% de alteracdes na regido da cauda apds teste HO)
— (% dealteragcdesnaregido dacaudadosespermatozoides
antes do teste HO) (Melo & Henry, 1999).

A reacéo acrossdmica foi avaliada de acordo com o
protocol o de col orag&o adotado por Bryan & Akruk (1977).
Espermatozéides com acrossoma normal apresentaram
coloragdo vermel ho-cerejaarosanamembranaacrossomal
e regido equatorial bem definida, enquanto aqueles com
acrossoma reagido apresentaram a cabeca corada em rosa
menosintenso eregi o equatorial dacabecapouco definida.
Foram contados 100 espermatozéides por partidade sémen.
A contagem foi realizada em microscopia comum com
aumento de 1.250X, sendo avaliado o percentual de
espermatozoides com acrossoma reagido.

As 23 partidas de sémen congelado foram distribuidas
entre os cinco retiros da Fazenda S&o Francisco, de acordo
com os critérios de selecdo da fazenda. As fémeas foram
submetidas ao maximo de quatro inseminagdes pel o método
transcervical (deposicao do sémen no corpo do Utero), ndo
havendo posterior repasse com touro em monta natural. A
rufiacdo com bucgal marcador foi empregada no auxilio da
identificacdodeestro. O momentoideal parainseminacdofoi
determinado de acordo com o protocol o deinseminagédo de
Trimberg & Davis(1943), demodo queasfémeasobservadas
em estro atardeforaminseminadasnamanhado diaseguinte
(7 as 8h) e aguelas em estro pela manha foram inseminadas
no final da tarde do mesmo dia (18 as 19h). Quatorze
diferentes inseminadores foram utilizados neste estudo.

Oscritérios deinseminagao das fémeas respeitaram as
orientacdeszootécnicas, conforme o programade melhora-
mento genético adotado pelaempresa. Assim, nem sempre
apartidautilizada naprimeirainseminacéo foi amesmanas
posteriores inseminagdes de determinada fémea. Um total
de1.116 fémeas—emtodososstatusreprodutivos: pluriparas
(682 fémeas, com bezerro ao pé), primiparas (105 fémeas,
com bezerro ao pé) enuliparas (329 fémeas) —foi distribuido
aleatoriamente entre os cinco retiros da fazenda.

O diagnostico de gestacéo foi realizado 30 dias apés o
término da estagéo de monta, por meio de avaliagdo ultra-
sonografica(ultra-som Aloka, modelo SSD-500 acoplado a
transdutor transretal linear de 5MHz), considerando-se
gestantequando visualizadosavesiculaou o embrido/feto
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nolumeuterino. A taxade gestacéo referenteacadapartida
foi calculadacom base no nimero de fémeasgestanteseno
nimero de fémeas inseminadas multiplicado por 100.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o pro-
grama SAEG (UFV, 1998), de modo que, para todas as
variaveisestudadas, foram ef etuadas anali ses estatisticas
descritivas (média, desvio-padrao, coeficiente de variagdo
e freqliéncia cruzada). A correlagdo simples de Pearson foi
utilizada para verificar relagbes entre as caracteristicas
estudadas. Andlise de variéncia para modelos lineares e
comparacdes entre médias pelo teste Tukey foram feitas
com probabilidade de 5% de erro. Os dados qualitativos
(taxa de gestacao) foram agrupados em tabela de contin-
géncia e analisados pelo testes de qui-quadrado com
probabilidade de 5% de erro.

Resultados e Discussao

A correlagdo entreamotilidade esperméticaprogressiva
retilinea pds-descongelamento e a taxa de fertilidade foi
negativaedemeédiaintensidade (-0,22). Silva& Vertstegen
(1995) também observaram essa correlacdo no sémen de
cdeseverificaram que asamostras de sémen de motilidade
mai saltaapdso descongelamento ndo foram as que propor-
cionaram taxas de prenhez mais elevadas. A motilidade
espermatica é fundamental para que os espermatozéides
alcangem o ambienteuterino eolocal defertilizagéo, sendo
o critério maisusado naavaliacdo de sémen antes e depois
do processamento em laboratério. Entretanto, os resulta-
dos de avaliagBes microscopicas dependem de diversos
fatores, como o meio utilizado paradiluir o sémen, astaxas
dediluicéo, atemperaturae o tempo derealizagdo durante
aavaliagdo. Sabe-se que espermatozdidesiméveisnao sdo
capazesdefertilizar, 0 quetambém ndo ocorrecomtodosos
espermatozéidesmaoveis, poispodem apresentar motilidade
espermética alta apds o descongelamento e ndo serem
férteisem decorrénciadedanosemoutrasestruturas, como
0 acrossoma. Assim, sao necessarios outrostestes paraas
andlisesdo sémen (Den Daas, 1997). Correaet al. (1997) ndo
observaram diferenganamotilidade esperméaticaprogres-
siva pés-descongelamento no sémen de touros com baixa
e altafertilidade.

Algunsautorestémdemonstrado osefeitosdedefeitos
espermaticos sobre a fertilidade a campo. Correa et al.
(1997) avaliaram sémen de bovino congel ado/descongel ado
e verificaram relacdo de 0,59 entre fertilidade e morfologia
espermatica (porcentagem de espermatozéides normais),
de modo que os menores valores estiveram associados a
baixa fertilidade (75,9%) e os maiores, ao ato nivel de

fertilidade (82,2%). Casagrande et al. (1979) observaram
correlacdo negativa entre a patologia total e os defeitos
maiores com afertilidade (-0,48 e -0,51 respectivamente) ao
utilizarem sémen congelado em rebanhos de diferentes
regides brasileiras.

Nesteestudo, arelagdo entredefeitosmorfol 6gicostotais
com ataxade gestacdo foi baixa e negativa (-0,11), resultado
semel hanteao encontrado por Silva(2000) paramontanatural
einseminacdoartificia epor Whitfield & Parkinson (1992), que
ndo observaram diferenca entre touros quanto aos defeitos
espermaticos maiores etotaiseafertilidade, medidapelataxa
de prenhez apés 90 dias da inseminagao.

Nem sempre os testes de rotina utilizados séo sufici-
entes para determinar a taxa de fecundacdo, visto que as
avaliacOes de sémen sdo direcionadas para o enfoque
populacional dos espermatozoides, o que pode conduzir
aerros, poisnemtodos osatributos dos espermatozoéides
(morfologia e habilidade de fecundac¢édo) podem ser com-
pensados com o aumento do niumero de espermatozoéides
no érgao reprodutivo feminino) nomomento dafecundagéo
(Saackeetal., 1994). A importanciadosfatorescompensa-
térios nainseminacéo artificial reside no fato delimitarem
0 nimero minimo de espermatozdides necessariospor dose
para se obter indice de fertilidade méximo (Schenk et al.,
1987; Den Daas, 1997). Do mesmo modo, cada reprodutor
apresenta um platd onde o aumento da concentracéo
espermética ndo aumenta a fertilidade do macho (Vale
Filho, 1989; Den Dass, 1997).

A concentracdo de espermatozéides por dosede sémen
congelado neste estudo (25 x 10%) manteve-se nos limites
preconizados por Vale Filho (1989), de 15 a 25 x 106, para
obtencédo de indices satisfatérios de fecundacao, entre-
tanto, a concentragao de espermatozéides viaveistambém
deve ser considerada. Schenk et al. (1987) e Fonsecaet al.
(1995) revelaram, respectivamente, que concentracdes
abaixo de10x 10° e6x 10° espermatozdidesviaveispor dose
afetam as taxas de prenhez. Esses autores consideraram
gue, quando se deposita menor quantidade de sémen, o
sistemadetransporte ndo permite quechegueatubauterina
o percentual necessério para alta taxa de fertilizac&o.

Considerando os resultados para motilidade
espermatica pds-descongelamento (Tabela 1), verifica-se
gue amenor porcentagem de células viaveis neste estudo
foi de 10 milh&es de espermatozdéides por dose e, portanto,
onumerofinal de espermatoz6idesvivos/dosefoi suficiente
pararesultadossatisfatoriosnataxadegestacéo. Provavel -
menteisso expliqueacorrelagdo negativaentreamotilidade
espermati caprogressivadas partidas pés-descongel amento
e as taxas de gestacao obtidas.
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As médias de motilidade espermatica progressiva
retilinea para o sémen congelado/descongelado avaliada
duranteo TTR foram de 53,48 (tempo = 0), 43,69 (tempo = 60
minutos), 35,88 (tempo = 120 minutos) e 33,04% (tempo =180
minutos). Considerando os resultados obtidos no tempo
180do TTR, apenasumapartidafoi descartada(partida7 —
Tabela 1) por apresentar, segundo padrdes citados por
Henry & Neves (1998), motilidade esperméticaprogressiva
e vigor espermatico de 10% e 1, respectivamente.

A correlagdo observadaparao TTR (tempo = 180) ea
taxa de gestacéo neste estudo foi positiva, mas de baixa
intensidade (0,13). Pesquisas sobre a correlagéo entre os
resultadosdo TTR eafertilidade em bovinos séo escassas
(Dimitropoulos, 1967; Arruda et al., 1992; Silva, 2000). No
entanto, agrandeaceitacao do teste pode ser decorrentede
sua correlacdo positiva e altamente significativa com a
fertilidade acampo, avaliada por meio dataxade prenhez
aos 60 e 90 dias, com coeficiente de 0,78 (Dimitroupol os,
1967) e 0,84 entre fertilidade e longevidade do sémen a
380C (Ludwicketal., 1948, citadospor Barnabeetal ., 1981).
Contudo, correlagdesde altaintensidade ndo foram obser-

vadas em estudo posterior no qual os coeficientes de
correlacdo significativos variaram de 0,35 a 0,40 da
primeiraa tltimaavaliacdo do TTR e dataxa de gestagdo
(Silva, 2000).

Observou-se grande variacdo na resposta dos
espermatozdides ao teste HO, fato relatado também por
outros autores (Jeyendran et al., 1984; Neild et al., 1999;
Bueno et al., 2001 a, b). Foram observados diferentestipos
de enrolamento de cauda, verificando-se desde pequena
curvaturanapontadacaudaatécaudafortementeenrolada,
comvériosenrolamentosintermediérios. Normal mente, nas
células com alguma alteracdo de membrana, a resposta ao
testeHO ndo étao eficiente, ou seja, amembranaplasmética
responde a solucdo hiposmotica de modo diferenciado
(Melo & Henry, 1999). Mesmo os espermatozéides aptos a
responder ao teste HO apds a criopreservagdo parecem
apresentar algum comprometimento da membrana
plasmética, o que seriaacausaderespostamenoseficiente
ao teste. Além disso, € provavel que os filamentos do
axonema da cauda sofram flexdes de graus diferentes con-
forme a quantidade de &gua que entra na célula.

Tabela 1 - Parametros espermaticos de sémen congelado/descongelado e respectivas taxas de gestacédo, de acordo com as partidas

de sémen
Table 1 - Spermatic parameters of frozen/thawed semen and respective pregnancy rates obtained by each frozen semen sample
Partida MOT (%) MOTT180 (%) teste HO (%) RA (%) 1A (n) GEST (n) TXG (%)
Sample
1 70 30 32,5 8,5 27 13 48,15
2 45 20 41,5 10 38 32 84,21
3 50 45 42,5 8,5 35 27 77,14
4 45 30 42,5 13 34 22 64,71
5 45 30 35,5 8,5 33 24 72,73
6 45 20 35,5 8,5 129 70 54,26
7 50 10 28,5 21 42 23 54,76
8 40 30 37 11 38 27 71,05
9 60 50 445 10 35 21 60,00
10 60 30 45 8,5 33 21 63,64
11 40 30 47 9 48 30 62,50
12 40 35 38,5 15 59 34 57,63
13 60 40 43 9,5 36 27 75,00
14 65 30 31 8,5 57 20 64,91
15 60 60 59 7 74 57 77,03
16 40 20 27,5 11 57 47 82,46
17 40 30 22 7 39 27 69,23
18 75 40 45 7,5 85 55 64,70
19 70 40 35 11,5 58 42 72,41
20 75 40 38,5 7,5 68 28 41,18
21 60 30 31 9,5 29 15 51,72
22 45 30 32,5 7 38 11 28,95
23 50 40 36,5 9,5 24 17 70,83
Média 53,48 33,04 37,89 9,86 48,52 30,00 63,87
Mean
Desvio 11,91 10,74 7,91 3,11 23,65 14,93 13,27
Deviation

MOT (%): motilidade espermatica progressiva retilinea, em porcentagem; MOT/T180 (%): motilidade espermatica progressiva retilinea no tempo 180 do TTR,
em porcentagem; RA (%): espermatozdéides reagidos pelo teste de reagdo acrossdmica, em porcentagem; teste HO (%): espermatozoides que reagiram ao
teste hiposmético, em porcentagem; IA (n): nimero de fémeas inseminadas; GEST (n): nGmero de fémeas gestantes; TxG: taxa de gestacdo, em porcentagem.
MOT (%): spermatic motility, in percentage; MOT/180 (%): spermatic motility in time 180 TTR, in percentage; RA (%): acrossomic reaction, in percentage; HO test (%): amount of spermatic reaction
to the hiposmaotic test, in percentage; IA (n): number of inseminated females; GEST (n): number of pregnant females; TxG: pregnancy rate, in percentage.



392 Siqueira et al.

A porcentagem média de espermatozéides reativos ao
teste HO encontradaneste estudo foi de 37,89% (Tabelal)
eapresentou (com excecdo dapartidall) valoresinferiores
ao de motilidade espermética progressiva, indicando a
presenca de células mdveis, porém sem a membrana
plasmatica integra.

A baixa resposta ao teste HO ap0s a criopreservagdo
provavelmente foi ocasionada por danos na cauda dos
espermatozoides durante o processo de congelamento/
descongelamento, o que diminuiu a capacidade desses
espermatozéidesde reagirem ao aumento devolumecelular,
em resposta a baixa osmolaridade (Hossain et al. 1998), ou
em decorréncia das condic¢des de estoque e manuseio do
sémen (Correa & Zavos, 1994). Além disso, o proprio meio
de congelamento (hiperosmético) podeacarretar rupturade
membrana, pois o estresse osmotico podeinduzir, além de
alteracOes nas estruturas das membranas, mudancas nas
estruturasmicrotubularesdacauda(Correa& Zavos, 1994).

Células funcionalmente integras e imoveis também
foram observadas na partida 11. Watson (1995) relatou
que, embora o declinio da motilidade espermética possa
ser explicado pelas mudancgas no transporte ativo e na
permeabilidadedamembranaplasméati cadaregido dacauda
dos espermatozoides, € possivel também que alteracdes
naenergiadisponivel oudanosaoselementosdo axonema
contribuam para esse declinio, resultando, portanto, em
baixa motilidade, sem alto indice de lesdo da membrana
plasmética.

A correlacdo entre o nimero de espermatozéides
reativos ao teste HO e a motilidade progressiva retilinea
pbs-descongelamento foi positiva e de média intensidade
(0,21), o que corrobora os resultados obtidos por Borges
(2003) com partidas de sémen bovino congelado/descon-
gelado. Entretanto, correlagfes positivas e de altaintensi-
dade foram encontradas por Correa & Zavos (1994), em
sémenbovinocriopreservado, epor Buenoetal. (2001 a, b),
em sémen decéo, enquanto correlagcdes positivasedebaixa
intensidade foram encontradas por Neild et al. (1999) e
Snoeck et al. (2007), em sémen criopreservado deeqiiino, e
Inamassu et al. (1999), em sémen fresco de céo.

Observou-secorrelagéo altaepositivaentreoteste HO
e 0 TTR no tempo 180 (0,64). Resultados similares foram
encontradospor Buenoetal. (2001 a, b) paratesteHOXTTR
notempo 120 em sémen criopreservado decdo. Considerando
estes resultados, presume-se que espermatozoides com
funcionalidade da membrana plasmatica apés a
criopreservagao permaneceram viaveis por mais tempo.

Neste estudo, foi encontradacorrelagéo positivaede
médiaintensidade (0,23) paraespermatozéidesreativosao

teste HO e a taxa de gestagcdo, embora altas correlagdes
para estas caracteristicas de sémen bovino congelado/
descongel ado tenham sido encontradas em programas de
inseminacado artificial (Revell & Mrode, 1994; Correaetal.,
1997). Entretanto, em testes realizados in vitro (FIV),
observaram-se correl agfes baixas e negativas entre teste
HO de sémen congelado e fertilidade (Rota et al., 2000) e
entre o teste HO e o sémen fresco de equino (Neild
et a., 2000).

Segundo Den Dass (1992), a relagcdo entre algumas
caracteristicas seminais(avaliadas em laboratério) e afer-
tilidade tem sido inconsistente, em decorrénciado nimero
definido de espermatozoidesporinseminagdo, asvezestao
elevado que reduz as chances de a popul agdo espermética
com a alteracdo detectada influenciar os resultados de
fertilidade. | sso pode explicar as baixas correl agdes encon-
tradasnesteestudo, visto que o nimero deespermatozdides
utilizados por dose (25 x 10°) foi superior & dose minima
recomendada para partidas de sémen congelado/descon-
gelado debovinos. Mesmo considerando apenaso nimero
de espermatozéides com membrana plasmética intacta,
avaliada pelo teste HO, obteve-se 0 minimo de cinco
milhGes e meio de espermatozéides vidveis para a partida
17, que apresentou apenas 22% de células integras pelo
teste HO.

Neste estudo, observou-se médiade 9,85% de células
comacrosomareagido paraas23 partidas(Tabelal). Correa
et al. (1997) obtiveram valores semelhantes ao avaliarem a
integridade acrossomal de sémen congelado bovino pelo
método Naftol Amarelo/Eritrosina B. Esses autores obser-
varam valores médios de 78,2 e 83,7% de acrossomas ndo
reagidos paratouros de baixae altafertilidade, respectiva-
mente. Observaram ainda correlagdo negativa e de média
intensidade (-0,25) parao teste de reagdo acrossémicae a
motilidade progressiva espermética pés-descongel amento.
De certo modo, os espermatozéides podem apresentar
motilidade alta, mas ndo serem férteis por problemas
relacionados a alteraces acrossomais. No entanto, a
correlacdo entre o teste de reacdo acrossbmica e a
motilidade espermaéticano tempo 180 do TTR foi negativa
e de alta intensidade (-0,46).

Correlagdo negativa e de média intensidade (-0,22)
entre o teste HO e 0 de reagdo acrossdmica foi observada,
indicando que maiores valores para nimero de células
positivasaoteste HO correl acionaram-seamenoresporcen-
tagens de células com acrossomas reagidos, indicando
integridade da membrana plasmatica acrossomal.

N&o houve correlagcdo entre o teste de reacgéo
acrossdmica e a taxa de gestacao das partidas analisadas
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(P>0,05). A técnicade coloragéo Naftol Amarelo foi usada
por algunsautores(Parrishetal., 1988; Steinholtetal., 1991)

para avaliagdo do acrossoma. Contudo, seu uso isolada-
mente pode induzir a erros de estimativa, visto que as
células mortas que sofrem lise acrossomal coram-se como

as células vivas que sofreram RA verdadeira. Estatécnica
nao permitedistinguir osespermatozoidesvivosdosmortos.
Desta forma, os espermatozoides reagidos e que conse-
glientemente ndo estavam aptos a fecundar o ovdcito
poderiam pertencer apopul agdo de espermatozéi desmortos
e ndo poderiam ser considerados para correlagcdo com a
fertilidade. Por isso, torna-se essencial a determinacgéo da
viabilidade celular por meio de outra técnica de coloragdo
ou com o uso de uma coloracgao que possa avaliar tanto a
viabilidade quanto aintegridade do acrossoma.

Observou-se diferenga na taxa de gestagéo entre as
partidas estudadas quando analisadas pelo teste qui-
guadrado (P<0,05), que apresentou médiade 63,87+13,27.
A baixa taxa de gestacdo encontrada pode ter sido
ocasionada pelas condic¢des inerentes de cada servico,
como qualidade do pessoal, ou outras caracteristicas do
sémen, qualidadedatecnol ogiade congelamento empregada
e qualidade do rebanho.

A taxa de gestacdo foi afetada pela eficiéncia dos
inseminadores (P<0,05). Entretanto, os resultados foram
pouco influenciados (Tabela 2). Observa-se que 61,75;
67,18 e 72,92% das fémeas ficaram gestantes nos 12, 2e
32 servicos, respectivamente. Além disso, os indices de
servigo encontradosforamde 1.62, 1.49 e1.37, considera-
dosbonsemrelacdo ao que seconsideraideal parasémen
nacional (Porto et al., 1993). N&o foi observadadiferenga
guanto ao nimero de servigos em relagédo ataxade gesta-
¢do (P>0,05). O quarto servico nao foi considerado nesta
analise, visto que apenas seis fémeas foram inseminadas
nestas condic¢oes.

Quanto aoscinco retirosdafazenda, foram encontradas
diferencas entre osretiros 1, 3 e 4 (P<0, 05), com valores
de 79,17; 48,60 e 43,14 respectivamente. Apesar dosresul-
tados satisfatérios para as taxas de gestagéo, acredita-se
guealgunsfatoresrelacionadosao retiro (exemplo: estresse
dos animais no momento dainseminagdo) podem ter influ-
enciado na diferenca encontrada.

Neste estudo, ndao houve diferenca quanto ao status
reprodutivo das fémeas em relagdo a taxa de gestacdo
(P>0,05), sendo obtidos valores de 61,44; 68,57 e 65,55%
para pluriparas, primiparas e nuliparas, respectivamente.
Resultados semel hantes foram descritos por Fonsecaet al.
(1995), segundo osquaisacategoriadasfémeastambém ndo
influenciou no resultado final defertilidade. Em principio,

Tabela 2 - Taxa de gestacdo em rebanho de fémeas Nelore
submetidas a inseminacéo artificial

Pregnancy rate of Al Nelore females according to the number
of inseminations

Table 2 -

Numero de servicos IA (n) GEST (n) TxG (%) c?

Number of inseminations

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 1.116 707 63,35%

IA (n): nimero de fémeas inseminadas; GEST (n): nimero de fémeas
gestantes; TXG (%): taxa de gestagdo em porcentagem.

2= (P=10,05); GL, = 3,84, com excecéo do 42 servi¢o, que foi excluido da
analise.

a = Valores seguidos de letras minasculas iguais na mesma coluna néo
diferem entre si.

1A (n): number of inseminated females; GEST (n): number of pregnant females; TXG (%):
pregnancy rate in percentage.

c2=(P=0.05); GL, = 3.84, except for four services, which were excluded from the analysis.
a = Values followed by the same letter in the same column are not statistically different.

acategoria“primipara’ deveriaapresentar resultadoinferior,

em virtude dos efeitos negativos da cria ao pé sobre a
eficiénciareprodutiva, todavia, as condi¢cdesadequadasde
manejo a que o rebanho foi submetido durante o ano
provavelmente nivelaram todas as categorias no mesmo

patamar de fertilidade.

Conclusoes

N&o se observou correlagdo entre os testes comple-
mentareseamotilidade pds-descongelamento com ataxade
gestacdo. Os parametros espermaticos de morfologia e
motilidade espermatica progressiva, bem como os testes
complementares (teste HO, TTR e RA), sdo insuficientes
parapredizer o potencial fecundante de partidas de sémen
congelado/descongelado de bovinos.
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