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RESUMO

Esta pesquisa objetivou avaliar a qualidade do sémen criopreservado de 21
touros Curraleiro/Pé Duro em banco de germoplasma, categorizando as doses
dos reprodutores segundo parametros espermaticos que buscam a fertilizacéo
oocitaria, e verificando in vitro o potencial fecundante da dose seminal. Todas as
amostras foram descongeladas e analisadas pelos exames espermaticos de
morfologia, cinética, integridade da membrana plasmatica e integridade do
acrossoma; no entanto, s6 quatro delas também foram avaliadas através das
taxas de fecundacédo, devido ao maior numero de palhetas estocadas, as quais
permitiram testar mais de um ensaio in vitro. Contaram-se aproximadamente 200
espermatozobides para cada exame, o0s resultados foram expressos em
porcentagens e submetidos a estatistica descritiva simples (média e desvio
padrao), utilizando como referéncia comparativa, os padrées sugeridos pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal para sémen descongelado bovino,
assim como valores obtidos em outras pesquisas. Os resultados dos quatro
exames espermaticos foram verificados, e buscaram-se os parametros mais
importantes que visam a fertilidade, sendo na morfologia a taxa de
espermatozoides normais (NRM) e defeitos maiores (DMA); na cinética, a
motilidade progressiva (MP) e células rapidas (RPD); na integridade da
membrana plasmatica, a membrana plasmatica integra (MPI) e na integridade do
acrossoma, o espermatozéide vivo com acrossoma integro (EVAI). Das 21 doses
analisadas, dez apresentaram valores adversos nos parametros espermaticos
mencionados, e dessas amostras, sete mostraram divergéncias, porque tinham
resultados negativos para a fecundagdo em alguns exames e resultados
favoraveis em outros, revelando a complexa natureza do espermatozdide.
Tomaram-se em conta para as correlacdes de Pearson, analise de Cluster e
elaboracdo de um dendrograma, os parametros NRM, DMA, MP, RPD, MPI e
EVAI. O Cluster criou por similaridade espermatica trés grupos (G1, G2 e G3),
para morfologia, cinética, integridade da membrana plasmatica e integridade do
acrossoma. Os resultados foram avaliados mediante estatistica descritiva simples,
e a diferenca das médias pelos testes de Duncan e Kruskal Wallis, ao nivel de
significancia de 5%. Vale salientar que no dendrograma a DT10 e DT19 foram
discriminadas dos grupos por ter valores muito distantes do resto das doses
seminais. Na avaliacdo das taxas de fecundacéao, foram feitas trés réplicas com
as palhetas dos quatro touros escolhidos, passando previamente através do
gradiente Percoll (45:90%), para eliminar as células defeituosas e melhorar a
capacidade fecundante. Esta selecdo permitiu resultados favoraveis, com taxas
de odcitos fertilizados superiores a 60%. Na avaliacao da cromatina masculina 18
horas pds inseminacao in vitro foram observadas altas taxas para Pronucleo. A
diferenca estatistica destes valores foi estimada pelo teste Chi-quadrado. Os
resultados revelaram a qualidade espermatica e capacidade fecundante in vitro do
sémen Curraleiro/Pé Duro analisado, possibilitando delinear adequadas
estratégias, para a conservacao deste recurso genético local em extingéo,
possuidor de caracteristicas Unicas de adaptacao e rusticidade, que poderiam ser
inseridas futuramente nos rebanhos bovinos brasileiros.

Palavras-chave: conservacao, racas locais, recursos genéticos animais
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ABSTRACT

This investigation aimed to evaluate the quality of cryopreserved semen from 21
Curraleiro/Pé Duro bulls in germplasm bank, categorizing the doses of the sires
according to spermatic parameters that search the oocitary fertilization, and
verifying in vitro the fecundant potential of the seminal dose. All the samples were
thawed and analyzed by the spermatic exams of morphology, kinetics, integrity of
plasmatic membrane and integrity of acrosome; however, only four of them also
were evaluated through the fertilization rates, due to the major number of stocked
straws, which allowed to test more than one in vitro essay. Approximately 200
spermatozoids were counted for each exam, the results were expressed in
percentages and submitted to simple descriptive statistics (mean and standard
deviation), using as comparative reference, the patterns suggested by the
Brazilian Animal Reproduction College for bovine thawed semen, as well as
values obtained in other investigations. The results of the four spermatic exams
were verified, and were searched the most important parameters that aim the
fertility, being in the morphology the rate of normal spermatozoids (NRM) and
major defects (DMA); in the kinetics, the progressive motility (MP) and rapid cells
(RPD); in the integrity of plasmatic membrane, the whole plasmatic membrane
(MPI); and in the integrity of acrosome, the live spermatozoid with whole acrosome
(EVAIl). From the 21 analyzed doses, ten presented adverse values in the
mentioned spermatic parameters, and of these samples, seven showed
divergences, because they had negative results for fertilization in some exams and
favorable results in others, revealing the complex nature of the spermatozoid.
Were taken into account for Pearson correlations, Cluster analysis and a
dendrogram elaboration, the parameters NRM, DMA, MP, RPD, MPI and EVAI.
The Cluster created by spermatic similarity three groups (G1, G2 e G3), for
morphology, kinetics, integrity of plasmatic membrane and integrity of acrosome.
The results were evaluated through simple descriptive statistics, and the difference
of means by Duncan and Kruskal Wallis tests, at 5% significance level. It is worth
mentioning that in the dendrogram the DT10 and DT19 were discriminated from
the groups for having very distant values from the rest of seminal doses. In
fecundation rates evaluation, three replicates were made with the straws of the
four chosen bulls, passing previously through Percoll gradient (45:90%), for
eliminating the defective cells and improving the fertilizing capacity. This selection
allowed favorable results, with rates of fertilized oocytes superior to 60%. In the
evaluation of masculine chromatin 18 hours post in vitro insemination high
Pronucleus rates were observed. The statistical difference of these values was
estimated by Chi-square test. The results revealed the spermatic quality and in
vitro fecundant capacity of Curraleiro/Pé Duro analyzed semen, enabling to
delineate appropriate strategies, for the conservation of this local genetic resource
in extinction, owner of unique characteristics of adaptation and rusticity, that could
be included hereafter in the brazilian cattle herds.

Keywords: animal genetic resources, conservation, local breeds



1 INTRODUGAO

O Curraleiro, também chamado Pé Duro, é uma raca local brasileira,
originaria dos bovinos trazidos pelos colonizadores europeus no século XVI,
descendente do tronco Bos taurus ibericus (MARIANTE & EGITO, 2002). Trata-se
de uma raga secular, como também sédo o Caracu, Pantaneiro e Crioulo Lageano.
Esses bovinos foram povoando os campos, a medida que os territérios do novo
continente eram explorados, sendo submetidos a constante selecdo natural e
adaptacao por mais de 400 anos, representando um verdadeiro tesouro genético
para a pecudria tropical brasileira. Apesar de ndo apresentarem niveis superiores
de producado, sao rusticos, resistentes ao calor, doengas e parasitas, além de
aproveitar de forma eficiente pastos de baixa qualidade (MARIANTE et al., 2009).

Segundo MARIANTE & EGITO (2002), no final do século XIX e comecgo
do XX, no Brasil comecaram-se a importar ragcas especializadas, com maior
desempenho zootécnico que os bovinos locais, sendo o Curraleiro/Pé Duro
substituido mediante cruzamentos absorventes e descartado dos rebanhos, fato
que provocou a diminuicdo de animais puros e assim da variabilidade genética, o
que quase causou seu desaparecimento. Gragcas a esforcos da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa), em especial das unidades
descentralizadas Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Embrapa Meio
Norte, em parceria com associagcbes de criadores, universidades e outras
instituicdes, tem se iniciado acdes de conservacdo do gado Curraleiro/Pé Duro,
encontrando ainda rebanhos em regides do Centro Oeste e Nordeste brasileiro.
No ultimo censo em 2008, registraram-se 3.692 animais desta raca, distribuidos
entre os estados de Par3a, Piaui, Tocantins e Goias (FIORAVANTI et al., 2011).

No campo da conservacao existem basicamente duas estratégias para
preservar as espécies ameacadas, sendo uma a conservacao in situ, onde o0s
animais sao mantidos em ambientes naturais ou artificiais, € a conservacdo ex
situ, criopreservando em banco de germoplasma os embrides, espermatozdides,
olcitos, entre outras células, como fonte de multiplicacdo, regeneracdo e
distribuicdo de uma populagéo animal em extincdo (MARIANTE & EGITO, 2002).
Estas acdes sao executadas desde 1983 pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, em beneficio das racas crioulas brasileiras (TEIXEIRA et al., 2008).
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Segundo DODE & RUMPF (2002), muitas biotecnologias reprodutivas
estdo sendo utilizadas na conservacdo e regeneracdo das espécies animais.
Entre elas destacam pesquisas de laboratério com os gametas masculinos e
femininos, onde a avaliacao da qualidade espermatica é de grande interesse para
desenvolvimento de metodologias que permitam o rapido diagnéstico do potencial
fertilizante dos reprodutores, buscando assim uma efetiva replicacdo da espécie.
Sendo essa avaliacao realizada antes que os touros sejam utilizados na monta
natural a campo, ou prévio a producao de palhetas para inseminacao artificial.

E importante aprofundar maiores estudos no gado Curraleiro/Pé Duro,
jA que até o momento s6 temos trabalhos referentes a censo populacional,
programas de conservagao e caracterizacdo dos criatérios (CARVALHO, 1999;
CARVALHO et al., 2001; FIORAVANTI et al., 2008; FIORAVANTI et al., 2011;
MOURA et al., 2011; NEIVA et al., 2011; SALLES et al., 2011), adaptacédo ao
calor (BIANCHINI et al., 2006; AZEVEDO et al., 2008), sanidade (COELHO et al.,
2004; PAIVA NETO, 2004; JULIANO, 2006; BARINI, 2007; JULIANO et al., 2007;
SANTIN, 2008; JULIANO et al.,, 2009; LOBO, 2009; MORAES et al., 2009;
GUIMARAES, 2011), qualidade da carne (COSTA et al., 2011), genémica e
protebmica (EGITO et al.,, 2004; RANGEL et al., 2004; SERRANO et al., 2004;
EGITO et al., 2005; SERRANO et al., 2005; ALMEIDA, 2008; ISSA et al., 2008;
ISSA et al., 2009; EGITO et al, 2011; MENEZES et al., 2011), fendtipo
(BARBOSA et al., 2004), caracteristicas androlégicas (BRITTO, 1987; BRITTO &
MELLO, 1988; SOUSA et al., 2004; PEZZINI et al., 2006; RAMOS et al., 2008;
TEIXEIRA et al.,, 2009; MONTESINOS et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2011;
SALLES et al., 2012), tratamentos hormonais e embrides (TEIXEIRA, 2009). Para
assegurar o futuro do gado Curraleiro/Pé Duro recomenda-se elaborar mais
pesquisas enfocando parametros reprodutivos tanto de machos como fémeas, por
serem de grande importancia para viabilizar sua multiplicagcdo nos nucleos de
criacdo, e conservacdo em bancos de germoplasma.

A extincdo deste bovino crioulo brasileiro seria uma perda irreparavel
para a ciéncia, pois com ele desapareceriam inumeras informacdes contidas na
sua estrutura genética, desenvolvidas ao longo dos séculos pela sele¢cdo natural
(MARIANTE & CAVALCANTE, 2006), que a futuro podem ser Uteis em programas
de melhoramento genético e cruzamento industrial (CARVALHO, 1999).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos morfologicos e funcionais da célula espermatica

O espermatozéide é uma célula formada nos tubulos seminiferos dos
testiculos, a partir da divisio e transformacdo das células germinais
(espermatogdnias) em um processo chamado espermatogénese (MRUK &
CHENG, 2004). Segundo JOHNSON et al. (2000), a espermatogénese consta das
seguintes fases: espermatocitogénese, meiose e espermiogénese. Nos touros
estas fases duram 21, 23 e 17 dias respectivamente, somando em total 61 dias.
Na primeira fase, a espermatogénia mediante mitose se divide sucessivamente,
visando sua proliferacdo e subsisténcia, convertendo-se em espermatdcito. A
partir da segunda fase, 0 espermatacito iniciara meiose, sendo o material genético
duplicado e recombinado, acontecendo duas divisdes celulares que produzirdo a
espermatide. Na terceira fase, a espermatide sofrerd mudancas estruturais para
se tornar espermatozéide. Estas mudancas incluem a formacédo do acrossoma e
cauda, condensacdo cromossémica e remog¢do do excessivo conteudo
citoplasmatico (ZHOU & GRISWOLD, 2008), que na forma de gota desaparecera
durante a passagem do espermatozoide pelo epididimo, local onde acontecera a
maturacgdo final (DACHEUX et al., 2005).

Os espermatozoides dos mamiferos possuem a mesma estrutura
basica de cabeca e cauda. A cabeca possui duas regiées importantes, o nucleo e
acrossoma. A cauda esta constituida pela pecga intermediaria e peca principal
(flagelo). A célula inteira é coberta pela membrana plasmatica e também possui
outras membranas que envolvem estruturas, como o nucleo (membrana nuclear),
acrossoma (membrana acrossomal interna e externa) e mitocéndrias (membrana
mitocondrial). A funcao do nucleo é levar a carga genética (DNA), o acrossoma
contém enzimas hidroliticas (hialuronidase e acrosina) que penetram a zona
pelucida do odcito, a peca intermedidria possui mitocondrias produtoras de
energia, o flagelo proporciona motilidade para o deslocamento ao longo do trato
reprodutivo feminino, e as membranas espermaticas protegem a célula e
fornecem equilibrio osmético (MORTIMER, 1997; FLESCH & GADELLA, 2000).
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Na monta natural o touro ejacula cerca de 15 bilhdes de
espermatozoides na vagina da fémea, sendo que na inseminagéo artificial (l1A)
utiliza-se uma quantidade aproximada de 10 milhdes, os quais serdo depositados
na entrada do corpo uterino (AMANN, 1989).

Durante o trajeto espermatico através do trato reprodutivo feminino
ocorre a capacitacdo celular, que provoca modificacbes responsaveis pela
habilidade de ligacdo a zona pellucida (ZP) do od6cito (RATH et al., 2005).
FLESCH & GADELLA (2000) relataram que na ZP acontecera a reagao
acrossébmica por liberacdo das enzimas hidroliticas, e também énfase na
hiperativacdo da motilidade, sendo que ambas possibilitardo a entrada
espermatica no gameta feminino com conseqlente fecundacdo e formacao do
embrido (Figura 1).

Na fecundacao o DNA do espermatozéide € descondensado, formando
o pronucleo masculino que se liga ao pronucleo feminino do oécito, dando origem
ao novo individuo (MCLAY & CLARKE, 2003).

Espermatide Embrido
Maturagao

espermatica Fertilizagao

Ativagao

Armazenagem h
g ac Capacitagao
Vagina . Tuba
Testiculos Epididimo cé?vix Utero uterina
%
in vitro

FIGURA 1 - Trajeto da célula espermatica até a formagao do embrido
Fonte: Adaptado de AMANN (1989)



2.2 Criopreservacao espermatica

Nas biotecnologias reprodutivas como a inseminagéo artificial (IA),
transferéncia de embridées (TE), produgdo in vitro de embrides (PIVE), entre
outras, o ejaculado dos touros ndo € depositado de forma natural no trato
reprodutivo feminino, este passa por um processo inicial de coleta, por meio de
vagina artificial ou eletroejaculador, sendo posteriormente utilizado, ou
criopreservado.

Na criopreservacdo este material se convertera em um banco de
germoplasma, para uso comercial na producdo de animais superiores, ou na
conservacao ex situ dos recursos genéticos em perigo de extingdo (HOLT, 1997).
Sabe-se que a criopreservacao procura suspender o metabolismo espermatico e
manter as caracteristicas celulares por um periodo prolongado (YOSHIDA, 2000).
Segundo HAMMERSTEDT et al. (1990) a técnica consta de cinco etapas:
refrigeracao, adicao de crioprotetores e embalagem, congelacdo, armazenamento
e descongelacdo. Apds estas etapas, a célula espermatica deve apresentar
atributos de boa integridade e funcionalidade para conseguir a fecundacao, tais
como: metabolismo mitocondrial (produgdo de energia), motilidade flagelar
(passagem ao longo do trato reprodutivo feminino), integridade nuclear
(armazenagem do DNA), enzimas acrossomais (penetracdo da ZP do odbcito) e
integridade da superficie equatorial da cabeca (unido do gameta masculino e
feminino).

JANUSKAUSKAS & ZILINSKAS (2002) relataram que a maior
desvantagem da criopreservacado é o dano causado aos espermatozoides pelos
procedimentos da técnica, sendo que 50% de uma amostra sobrevivem, mas
podem apresentar danos nas membranas espermaticas, citoesqueleto e nucleo,
assim como alteragédo na motilidade e metabolismo celular. Estas situacées apo6s
descongelamento fazem com que a célula espermatica fique muito mais sensivel
a qualquer estresse. Conforme MEDEIROS et al. (2002) a criopreservagao reduz
o tempo de vida util do espermatozéide, sua habilidade para interagir no trato
reprodutivo feminino e fertiidade. WATSON (2000) indica resultados
desfavoraveis na motilidade para uma amostra descongelada, em comparacao ao

sémen fresco.
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As principais causas dos danos espermaticos sdo: choque térmico,
formagédo de cristais e desidratagdo. Visando minimizar os danos e evitar a
reducao da capacidade fecundante do espermatozéide se busca a interagao entre
composigao do plasma seminal, diluidor, crioprotetor, curvas de resfriamento,
congelacao e descongelacdo (YOSHIDA, 2000; AMIRAT et al., 2004; CASTELO
et al., 2008; BARBAS & MASCARENHAS, 2009). Sabe-se que os danos celulares
acontecem em qualquer etapa da criopreservacao (CELEGHINI, 2005) e que a
sobrevivéncia espermatica requer de diferentes avaliagdes in vitro, que revelem

as lesdes ocorridas nos compartimentos celulares (HAMMERSTEDT et al., 1990).

2.3 Avaliacao espermatica

No século XX muitos cientistas comecaram a pesquisar as relacoes
entre os parametros seminais e a fertilidade. Entretanto a variabilidade destes
parametros deve ser bem entendida antes de aprofundar em outros contextos
(WIJCHMAN et al., 2001). Conforme AMANN & HAMMERSTEDT (1993), a
avaliacao da qualidade espermatica esta relacionada com a predicao do potencial
de fertilidade de um ejaculado, que depende da integridade e funcionalidade de
diferentes estruturas celulares para a maxima producdo de descendentes por
reprodutor.

GRAHAM & MOCE (2005) relataram que muitas técnicas tém sido
desenvolvidas na busca da mensuracdo desta caracteristica reprodutiva dos
machos, mas o objetivo ainda nao foi conseguido em decorréncia de fatores como
a complexa natureza do espermatozéide, o conceito de fertilidade, a habilidade
dos técnicos em avaliar as amostras e o adequado manejo das fémeas a serem
acasaladas ou inseminadas. O conceito de fertilidade pode ser descrito como a
taxa de fémeas nas quais seus embrides sao coletados apds IA; a taxa de fémeas
prenhes em determinado numero de dias apds IA Unica ou mdltipla, durante um
ciclo estral ou varios ciclos estrais; e a taxa de fémeas paridas apés IA.

No ejaculado dos mamiferos coexistem diferentes sub-populagcdes de
espermatozoides. Fato atribuido a diferenca na sua origem, fatores genéticos,

doencas, estresse, medicamentos e anormalidades reprodutivas, assim como
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diferentes estados de maturacdo e idade quando se combinam no epididimo
(GILLAN et al., 2008). Esta heterogeneidade espermatica se reflete em diferengas
na morfologia, motilidade, viabilidade e ultimamente na capacidade fecundante do
espermatozoide (KATHIRAVAN et al., 2011).

AMANN (1989) indica que além das diferencas espermaticas
encontradas entre reprodutores, existem diferencas entre ejaculados do mesmo
macho, ja que cada um deles esta composto por populacdes heterogéneas de
espermatozoides. Esta heterogeneidade espermatica passara por selecao através
das barreiras naturais do trato reprodutivo feminino, reduzindo uma populacao de
milhdes a uns poucos espermatozéides competentes (MUINO et al., 2008).

Na rotina de laboratério, os exames espermaticos in vitro destacam-se
por serem ferramentas de grande auxilio nas avaliacbes androldgicas. Vale
salientar que estes exames espermaticos isoladamente ndo predizem por
completo o potencial reprodutivo das amostras, jA que os espermatozdides
possuem diferentes atributos para fertilizar o oécito, sendo necesséria a
combinacao de diferentes ensaios in vitro (GRAHAM et al., 1990). Usualmente se
utiizam os parametros classicos de motilidade, morfologia e concentracao
espermatica, que sdo avaliados sob microscopia 6tica e hematocitdbmetro, mas
existem estudos que reportam imprecisdo nestes exames manuais, devido a
influéncia de diversos fatores como sua natureza subijetiva, variabilidade entre
avaliadores e padroes de analise (VERSTEGEN et al., 2002). PETRUNKINA et al.
(2005) relataram que é inadequado basear a predicdo da fertilidade
exclusivamente nestes exames, indicando que surgiram outros que avaliam
caracteristicas funcionais da célula (ex. capacitacdo, reacdao acrossOmica).
Também se aplicam testes, como a fecundagdo in vitro que mensura
simultaneamente diferentes caracteristicas esperméaticas (GILLAN et al., 2008).

Nas ultimas décadas novas técnicas de carater objetivo tém sido
difundidas para predizer em conjunto e com maior confiabilidade a fertilidade dos
reprodutores, entre estas destacam as andlises computadorizadas e as sondas
fluorescentes. Além disso, estdao sendo desenvolvidas pesquisas no campo da
bioquimica analitica, chamadas de revolucéao “6mica”, onde se estudam os genes
(genbmica), transcrigdes (transcriptébmica), proteinas (proteémica) e metabolitos
(metabolémica) do ejaculado (ARRUDA et al., 2004; ARRUDA et al., 2011).



2.3.1 Morfologia espermética

A morfologia espermatica permite identificar os reprodutores com
defeitos nos espermatozoides. E um método subjetivo na predicdo da fertilidade,
ja que a célula espermatica possui ultraestruturas que necessitam outros testes
para serem analisadas completamente (GRAHAM & MOCE, 2005). A morfologia
pode ser avaliada em esfregagos corados ou em preparacao Umida, e visualizada
sob microscopia 6ptica de contraste de fase ou interferéncia diferencial, sendo o
método da preparagdo umida o mais utilizado convencionalmente.

FRENEAU (2011) relatou que muitos sistemas de classificacao para as
anormalidades espermaticas foram propostos. LAGERLOF (1934) foi um dos
pioneiros classificando as anomalias segundo origem em: primarias, secundarias
e terciarias. Primarias quando se originam no epitélio seminifero durante
espermatogénese. Secundarias quando sao originadas fora do epitélio seminifero
nas vias intra e extra-testiculares, durante armazenamento e ejaculacao.
Terciarias quando se originam por manipulacdo espermatica apods coleta. BLOM
(1973) elaborou uma classificacdo das anormalidades segundo seu impacto na
fertilidade, em defeitos maiores e menores. CHACON (2001) indicou que a
Society for Theriogenology propds a utilizacdo do sistema que considera como
minimo 70% de espermatozdides normais em uma amostra seminal, percentual
que também ¢é sugerido pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal, CBRA
(1998).

SAACKE et al. (1998), SAACKE et al. (2000) e SAACKE (2008)
descreveram a classificacdo morfoldégica segundo caracteristicas importantes
para a concepg¢ao, em defeitos compensaveis e ndao compensaveis. Os defeitos
compensaveis interferem no transito espermatico (ex. caudas anormais, gota
citoplasmatica) através trato reprodutivo feminino, impedindo a chegada no istmo
e fertilizagdo oocitaria, mas com aumento da dose seminal células competentes
atenuarao o problema. Nao compensaveis sao os defeitos que nao interferem na
hidrodindmica espermatica (diadema, cratera, cabeca piriforme) permitindo
competir pela fertilizacao e inclusive ligar a ZP oocitaria, mas devido a aberragdes
na cromatina masculina existira incompeténcia na fertilizacdo ou embriogénese,

causando subfertilidade no reprodutor.
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FRENEAU (2011) relata uma possivel associacdo entre os defeitos
morfolégicos da cabeca com caracteristicas seminais incompensaveis. Cabecas
ligeiramente deformes (delgada, curta ou pequena) teriam supostos danos na
cromatina, situagdo que se for comprovada mudaria sua atual classificacdo no
CBRA (1998), onde se consideram defeitos menores.

A morfologia espermatica reflete a saude dos tubulos seminiferos e
epididimo, podendo ser influenciada pelas altas temperaturas, grupo genético e
agentes estressores (KUMI-DIAKA et al., 1981; FRENEAU et al., 2010). A idade
do reprodutor também interfere na morfologia espermatica do ejaculado (KUMI-
DIAKA et al., 1981; AL-MAKHZOOMI et al., 2008), assim como a endogamia que
incrementa a freqléncia de espermatozoides anormais (VERSTEGEN et al.,
2002). O manejo deficiente durante a criopreservagdao pode induzir danos
irreversiveis na morfologia da cauda e acrossoma (GRAHAM & MOCE, 2005).
Amostras seminais com elevadas taxas de espermatozéides defeituosos

correlacionam com subfertilidade e infertilidade (SAACKE et al., 1998).

2.3.2 Motilidade espermética

A motilidade expressa viabilidade e integridade do espermatozéide
(VERSTEGEN et al., 2002). A motilidade progressiva € necessaria para penetrar
0 muco cervical e atravessar o trato reprodutivo feminino, enquanto a velocidade
fornece boa penetracao da ZP do odcito (OLDS-CLARKE, 1996). A estimativa da
motilidade espermatica por microscopia 6ptica convencional € o ensaio mais
comum, mas sofre variacées (30% a 60%) por ser um exame subjetivo, perdendo
confiabilidade na resposta (VERSTEGEN et al., 2002).

Os erros sao reduzidos utilizando o Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA), que permite exames objetivos, com maior rapidez, precisao e
repetibilidade, determinando ndo somente a porcentagem de células méveis nas
amostras, ja que também quantifica caracteristicas especificas da cinética
espermatica (WIJCHMAN et al., 2001). O CASA fornece informacdo do estado
fisiolégico do espermatozo6ide, com maior acuracia na predicao da fertilidade em
comparacao a avaliacdo microscopica convencional (FARREL et al., 1998).
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Parametros mensurados pelo CASA: motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade linear (VSL), velocidade
curvilinear (VCL), amplitude de batimento da cabeca (ALH), freqléncia de
batimento da cauda (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e células
rapidas (RPD). Os parametros complementares a motilidade sao uteis para
identificar a capacidade de penetrar muco cervical, atravessar o trato reprodutivo
feminino e detectar hiperatividade (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002).

O CASA também apresenta alguns erros potenciais na mensuracao,
estes incluem identificacdo de fragmentos celulares como espermatozéides, o
reconhecimento de espermatozéides aglutinados como um Unico espermatozdide
e a fusado da trajetoria de dois espermatozoides apds colisao (MORTIMER, 1997).
Além disso, deve-se considerar que nos espermatozoéides criopreservados a
estimativa da viabilidade sé pela motilidade seria insuficiente, ja& que se
subestimariam os danos causados as membranas celulares, os quais afetam a
capacidade espermatica de fecundacdo (MAXWELL & WATSON, 1996).

2.3.3 Integridade da membrana plasmatica e do acrossoma

Nas ultimas décadas diversos métodos utilizando sondas fluorescentes
tém sido descritos na avaliacdo da integridade e funcionalidade dos
compartimentos especificos da célula espermatica, os quais estdo delimitados por
membranas celulares, tais como: membrana plasmatica, membrana acrossomal e
membrana mitocondrial (GRAHAM et al., 1990; CELEGHINI et al., 2007).

Estas sondas fluorescentes sdo utilizadas individualmente ou em
combinacao, e observadas sob microscépio de epifluorescéncia ou citbmetro de
fluxo. Se a membrana plasmatica do espermatozdide apds fluorescéncia mostra
nao estar funcionalmente intacta, a célula é considerada deteriorada, ja que perde
0 equilibrio osmoético e homeostase, o que provoca posteriormente a morte. A
integridade da membrana plasmatica é importante para que o espermatozéide
possa sobreviver tanto no trato reprodutivo feminino, mantendo sua capacidade
fecundante in vivo, assim como em meios de fecundagdo nos ensaios in vitro
(GRAHAM et al., 1990; FLESH & GADELLA, 2000; SILVA & GADELLA, 2006).
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AMANN (1989) relatou que a membrana plasmatica atua na fusdo com
a membrana acrossomal externa durante a reacdo acrossémica e na fusdo do
espermatozoide com o odcito. GRAHAM & MOCE (2005) definiram a integridade
da membrana plasmatica como viabilidade espermatica.

GARNER et al. (1986) indicaram a combinagcdo das sondas
fluorescentes diacetato 6 carboxifluoresceina (C-FDA) e iodeto de propideo (IP)
como ferramentas na avaliacdo da membrana plasmatica nos mamiferos. O IP
atravessa a membrana lesada e possui afinidade pelo DNA, corando em vermelho
o nucleo celular. O C-FDA penetra a membrana plasmatica e no interior da célula
se hidrolisa pelas esterases, produzindo 6 carboxifluoresceina, que sera retida
pela membrana intacta, exibindo uma fluorescéncia verde.

Existem também outras sondas fluorescentes utilizadas para avaliar a
integridade da membrana plasmatica, tais como: Hoechst 33258 (CASEY et al.,
1993), Hoechst 33342, Merocianina 540, Yo-Pro 1, (HALLAP et al., 2006), SYBR-
14 (THOMAS et al., 1998).

O acrossoma espermatico contém enzimas hidroliticas, liberadas na
reacdo acrossdmica, permitindo assim a penetracdo da ZP e fusdo com a
membrana plasmatica do odcito. Dessa maneira comprova-se a importancia da
integridade do acrossoma para a fertilizacdo (FLESH & GADELLA, 2000). Essa
integridade pode ser verificada por diferentes métodos de fluorescéncia, entre os
quais se destacam as lecitinas, como a aglutinina Arachis Hypogea (PNA) e
Pisum sativum (PSA), reagentes que precisam de pouco tempo para sua ligacao
com as glicoproteinas da membrana acrossomal externa ou com os componentes
enzimaticos da matriz acrossémica. Estas lecitinas devem estar conjugadas a
uma sonda fluorescente como o isoticianato de fluoresceina (FITC). O acrossoma
intacto ndo permite sua penetracdo, enquanto o acrossoma lesado ou reagido
permite a penetracao e cora de verde amarelado (CROSS & MEIZEL, 1989).

Além das lecitinas existem outras técnicas de fluorescéncia como Lyso
Tracker Green DND-26 (THOMAS et al.,, 1998) e os anticorpos das enzimas
acrossomais (CROSS & MEIZEL, 1989).
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2.3.4 Taxas de fecundacéo in vitro

A Fecundacao in vitro é parte da producao in vitro de embrides (PIVE),
técnica que potencializa a multiplicacdo de animais superiores, € com seu
estabelecimento outras biotecnologias reprodutivas podem ser aprimoradas e
utilizadas. Segundo THIBIER (2005) a PIVE pertence a terceira geracao das
biotecnologias reprodutivas, apds inseminagao artificial (IA) e transferéncia de
embrides (TE). A PIVE envolve: obtencédo, maturagéo in vitro (MIV) e fecundacgéo
in vitro (FIV) de odcitos, assim como cultivo in vitro dos zigotos e embrides (CIV).
Os odcitos podem ser obtidos a partir de ovarios de abatedouro ou puncgéo
folicular transvaginal em fémeas doadoras (DODE & RUMPF, 2002). No Brasil em
1994 por meio da PIVE, a Embrapa obteve o primeiro bezerro puro de origem da
raca Nelore (RUBIN, 2005).

Durante os ultimos anos a FIV tem sido utilizada para propésitos de
aplicacdo tanto na pratica como na pesquisa. Na aplicacdo pratica atua na
geracao de embrides que serdo transferidos a fémeas receptoras para producao
de bezerros, enquanto na pesquisa € desenvolvida para estudar os diferentes
estagios do processo de fecundacao in vifro, 0 que também permite mensurar o
potencial fertilizante dos reprodutores (TANGUE et al., 2002).

Sabe-se que existem diferengas individuais entre touros (efeito macho)
e também dentro de cada ejaculado do mesmo animal, isto é refletido nas taxas
de fecundacao in vivo e in vitro, assim como no desenvolvimento embrionario
(PALMA & SINOWATZ, 2004; ALOMAR et al., 2008).

A zona intacta do odcito serve para testar todos os passos da
penetracdo espermatica e desenvolvimento do posterior zigoto (MARQUANT-LE
GUIENNE et al., 1990). Segundo TANGUE et al. (2002), touros com resultados de
FIV superiores a 60% sédo considerados aceitaveis, possibilitando seu uso em
posteriores ensaios de fecundagéo.

Deve-se levar em consideracdo que reprodutores férteis nao
necessariamente conseguem altas taxas de fecundagao in vitro, sendo importante
mensurar outros parametros da qualidade espermatica para obter maior acuracia
na predicao da fertilidade (DEN DAAS, 1997).
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3 OBJETIVOS

e Avaliar a qualidade espermatica do sémen criopreservado de 21 touros
Curraleiro/Pé Duro quanto a morfologia, cinética, integridade da membrana

plasmatica e integridade do acrossoma.

e Categorizar as doses avaliadas dos 21 touros Curraleiro/Pé Duro, criando
grupos segundo 0s parametros espermaticos mais importantes que visam
fertilidade.

e Auvaliar o potencial fertilizante in vitro do sémen criopreservado de quatro touros

Curraleiro/Pé Duro, por meio das taxas de fecundacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacao do Experimento

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Reproducdo Animal da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), localizado no
Parque Estagao Bioldgica, Av. W5 Norte, Brasilia (DF).

4.2 Disponibilizacédo e descongelamento do sémen Curraleiro/Pé Duro

O material genético foi cedido pela Curadoria do Banco Brasileiro de
Germoplasma Animal (BBGA), que disponibilizou palhetas de sémen de 21 touros
Curraleiro/Pé Duro, oriundos dos estados de Piaui, Minas Gerais, Goids e o
Distrito Federal. Para avaliacdo espermatica descongelaram-se as palhetas em
banho Maria (37°C) sendo mergulhadas por 30 segundos. Uma vez descongelado
o sémen foi depositado em um tubo para posterior analise in vitro (Figura 2).

/U ‘ >

FIGURA 2 - Descongelamento sémen Curraleiro/Pé Duro
(A, B, C) para posterior andlise in vitro (D)
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4.3 Avaliacao dos parametros espermaticos

4.3.1 Avaliagdo da Morfologia espermatica

As amostras de sémen foram avaliadas em preparacdo Umida, no
microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse E200) sob imersao e aumento de
1000x (BARTH & OKO, 1989). Diluiu-se uma amostra de sémen (30 pL) em
solucao de formol salina a 1,6% (500 pL). Apés diluicdo, uma aliquota de 10 uL foi
colocada sobre lamina e coberta com laminula para posterior analise. Foram
consideradas anormalidades da cabeca e cauda (peca intermediaria e peca
principal), em um namero aproximado de 200 células.

Os resultados obtidos foram expressos em porcentagens de
espermatozoides normais e anormais (Figura 3), sendo classificados segundo os
padroes sugeridos pelo CBRA (1998), para defeitos totais e maiores em uma
amostra seminal. Também foram tomadas em conta as anormalidades
morfolégicas individuais, que segundo FRENEAU (2011) recomenda-se um limite

de 5% quando se trata de defeitos maiores, e 10% quando sao defeitos menores.

FIGURA 3 - Espermatozéides com morfologia anormal: cauda fortemente
dobrada com gota (A), gota citoplasmatica proximal e crateras (B),
formas teratolégicas (C)
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4.3.2 Avaliacdo da Cinética espermatica

A cinética espermatica foi avaliada pelo Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA), modelo IVOS Ultimate 12 da Hamilton Thorne Biosciences
(Figura 4), previamente ajustado (setup) para analise de sémen bovino.

Colocou-se uma aliquota de sémen (10 pL) na camara de Makler e se
selecionaram trés campos de leitura. Os parametros examinados foram:
motilidade total (MT, %); motilidade progressiva (MP, %); velocidade de trajeto
(VAP, um/s); velocidade retilinea (VSL, um/s); velocidade curvilinear (VCL, um/s);
amplitude lateral de cabeca (ALH, um); freqiéncia de batimentos (BCF, Hz);
retilinearidade (STR, %); linearidade (LIN, %) e células rapidas (RPD, %).

Foram consideradas a MP e RPD, como os parametros mais
importantes que visam a fertilidade e revelam resisténcia a criopreservagao,

quando apresentam percentuais elevados (KATHIRAVAN et al., 2011).

FIGURA 4 - Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)
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4.3.3 Avaliacdo de Integridade da membrana plasmatica e do acrossoma

A integridade da membrana plasmatica (Figura 5) foi avaliada em
microscépio de epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: filtro de comprimento de onda de
395/420 nm excitacao/emissao). Utilizaram-se diacetato de 6 carboxifluoresceina
(C-FDA) e iodeto de propideo (IP), conforme descricio de HARRISON &
VICKERS (1990). Uma amostra de sémen (10 L) foi diluida em solucao corante
(40 pL), produzida a partir de 480 pL de citrato de sédio a 3%, 5 uL de formol
salina a 1,6%, 5 uyL de IP 0,75 mM e 10 uL de C-FDA 0,46 mg/mL em DMSO.

A integridade do acrossoma (Figura 6) foi avaliada em microscopio de
epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: Filtro de comprimento de onda 494/517 nm
excitacao/emissao). Utilizou-se uma conjugacao de isoticianato de fluoresceina —
FITC (sonda fluorescente) com lecitina de amendoim (peanut aglutinin — PNA) e
IP, como descrito por KLINC & RATH (2007). Uma amostra de sémen (10 uL) foi
diluida em solucao corante (30 mL) contendo os mesmos componentes utilizados
na avaliacdo de integridade da membrana plasmatica, exceto pelo C-FDA que foi
substituido por 10 pL de FITC-PNA (1mg/mL em PBS).

Foram examinados cerca de 200 espermatozoides em cada exame, 0s
resultados expressos em porcentagens e classificados da seguinte maneira:

a) Integridade da membrana plasmatica

e Membrana integra: coloracao verde na cabeca.

e Membrana lesada: coloracao vermelha na cabeca.

e Membrana semi-lesada: coloracéo verde e vermelha na cabeca.

b) Integridade do acrossoma

e Espermatozbide morto com acrossoma integro: coloracdao vermelha na
cabeca e auséncia de coloracao no acrossoma.

e Espermatozbide morto com acrossoma reagido: coloragdo vermelha na
cabeca e verde no acrossoma.

e Espermatozoéide vivo com acrossoma integro: auséncia de coloracdo na
cabeca e acrossoma.

e Espermatozoéide vivo com acrossoma reagido: auséncia de coloragdo na

cabeca e presenca de coloracao verde no acrossoma.
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Levaram-se em conta como parametros que visam a fertilidade nos

exames de fluorescéncia, a membrana plasmatica integra e os espermatozdides

vivos com acrossoma integro, procurando-se valores superiores por ter correlagao
positiva com a gestacdo nas fémeas (GRAHAM, 2001; JANUSKAUSKAS et al.,
2003).

FIGURA 5 - Espermatozoides corados com C-FDA e IP. Membrana plasmatica
integra (A), lesada (B) e semi-lesada (C)

FIGURA 6 - Espermatozoides visualizados na Microscopia de contraste de fase
(1) e epifluorescéncia (2). Espermatozéide morto com acrossoma
integro (A) e espermatozdide morto com acrossoma reagido (B),
corados na epifluorescéncia pela conjugacdo FITC-PNA-IP. O
espermatozdide vivo com acrossoma integro (C) ndo apresentou
coloracao FITC-PNA-IP
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4.3.4 Avaliacao das Taxas de fecundagao in vitro

Foi utilizada parte da metodologia descrita por MACHADO et al. (2009).

a) Recuperacao de oécitos e maturacao in vitro

Ovérios procedentes de abatedouro foram coletados e transportados
ao laboratério em solugao salina (0,9% NaCl), suplementada com penicilina G
(100 Ul/mL) e sulfato de estreptomicina (100 mg/mL) a 35°C. Puncionaram-se
foliculos com 2 a 8 mm de didmetro por meio de agulha 18G, o material aspirado
foi colocado em tubo cénico de 15 mL. Ap6s sedimentacao realizou-se a busca e
classificacao dos o6citos no estereomicroscopio, selecionando para maturagao in
vitro (MIV) os que possuiam citoplasma homogéneo e minimo trés camadas de
céelulas do cumulus. Os oécitos selecionados foram lavados e transferidos em
grupos de 25 a 30, contidos em uma gota de 200 uL de meio de maturacéao sob
6leo de silicone e incubados por 22 a 24 horas a 39 °C e 5% de CO,. O meio de
maturacao era TCM 199 com sais de Earl’s (Gibco BRL), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB), 24 Ul/mL de horménio luteinizante (LH), 10 pg/mL de
hormonio foliculo estimulante (FSH), 1 pg/mL de L-glutamina e 50 pug/mL de

estreptomicina.

b) Selecao espermatica

O sémen dos quatro touros Curraleiro/Pé Duro escolhidos, foi
descongelado a 37°C por 30 segundos em banho Maria. Os espermatozdides
foram selecionados por centrifugacao em gradiente descontinuo Percoll (45:90%),
sendo colocadas as amostras de sémen sobre um volume total de 800 pL (400 pL
de gradiente Percoll 45% e 400 uL de gradiente Percoll 90%), em microtubos de
1,7 mL e centrifugados a 5400 g por 5 minutos. Apds centrifugacao descartou-se
0 sobrenadante, e o pellet obtido foi centrifugado por 5 minutos em 1 mL de SP-
TALP a 5400 g. O pellet resultante foi ressuspendido com meio de fecundacao,
para posterior avaliacdo espermatica de motilidade, sendo o restante utilizado
para a FIV. O meio de fecundacao utilizado foi o TALP (PARRISH et al., 1995),
suplementado com 2 mM de penicilina G sédica, TmM de hipotaurina, 250 mM de
epinefrina e 10 ug/mL de heparina.
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c) Fecundacéo in vitro (FIV)

Apds maturacéo os oécitos foram transferidos para uma gota de 200 uL
de meio de fecundacdo, e o0s espermatozdides que atravessaram o gradiente
Percoll foram contados no hematocitdbmetro, sendo a concentracéo final da gota
de 1 x 10° espermatozdides/mL. Para FIV os oécitos foram inseminados com os

espermatozoides e co-incubados por 18 horas a 39 °C e 5% de CO..

d) Taxas de fecundacgao

Para avaliar as taxas de fecundacéo foi utilizada a metodologia descrita
por CARVALHO et al. (2010), com trés replicas independentes. Apés 18 horas de
inseminacao in vitro possiveis zigotos de duas a trés gotas de cada touro foram
retirados e transferidos para uma gota de 200 uL de tampao fosfato (PBS),
totalizando 336 odcitos, sendo em torno de 77 a 90 por touro. Estes possiveis
zigotos foram desnudados e fixados em solugédo de etanol e acido acético glacial
(3:1), pelo menos 24 horas. Apds fixagao foram lavados e corados com solugao
lacmoéide 1% em acido acético glacial 45%. A leitura das laminas foi no
microscopio de contraste de fase sob imersdo, com aumento de 1000 x (Nikon
Eclipse E200), classificando-se em (Figura 7):
¢ Nao fecundados: Presenca de cromatina feminina e auséncia de masculina.

e Fecundados: Presenca cromatina feminina e espermatozéide no citoplasma,

presenca de cabeca descondensada, pronucleo, clivagem e polispermia.

FIGURA 7 - Estagios encontrados nos zigotos 18 horas pés FIV: cabeca
espermatica (A), cabeca descondensada (B) e pronucleos (C)
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4.4 Delineamento experimental e Analise estatistica

Partidas de sémen criopreservado de 21 touros Curraleiro/Pé Duro
foram utilizadas nesta pesquisa, visando avaliar os parametros espermaticos de
morfologia, cinética, integridade da membrana plasmatica e integridade do
acrossoma. Também se avaliaram taxas de fecundacao in vitro e estagios da
cromatina masculina 18 horas p6s FIV, com as doses de quatro touros, devido ao
maior niumero de palhetas estocadas para esses animais. Ap6s Unica avaliacao
espermatica in vitro das 21 doses de sémen Curraleiro/Pé Duro, obtiveram-se
dados que foram colocados em planilhas Excel, e analisados por meio do
programa R (R Development Core Team, 2011). Realizou-se estatistica descritiva
simples (média e desvio padrdo) com o0s parametros mensurados nos quatro
exames espermaticos, utilizando como referéncia comparativa, os padroes
sugeridos pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal para sémen
descongelado bovino, assim como valores obtidos em outras pesquisas.
Posteriormente escolheram-se os parametros mais importantes que visam a
fertilizacdo oocitaria, sendo: na morfologia, a taxa de espermatozdéides normais
(NRM) e defeitos maiores (DMA); na cinética, a motilidade progressiva (MP) e
células rapidas (RPD); na integridade da membrana plasmatica, a membrana
plasmatica integra (MPI) e na integridade do acrossoma, o espermatozéide vivo
com acrossoma integro (EVAI). Realizaram-se correlagbes de Pearson, analise
de Cluster e confeccdo de um dendrograma, com o0s seis parametros
mencionados. O Cluster utilizou o0 método de aglomeracao average, criando trés
grupos para cada um dos quatro exames espermaticos, sendo posteriormente
seus parametros analisados mediante estatistica descritiva simples, e as médias
grupais comparadas pelos testes de Duncan (distribuicdo normal) e Kruskal Wallis
(distribuigdo anormal), ao nivel de significancia de 5%. Na avaliagdo das taxas de
fecundacao, os resultados foram obtidos a partir de trés réplicas feitas com o
sémen Curraleiro/Pé Duro escolhido, o qual passou previamente pelo gradiente
de Percoll (45:90%), para posterior inseminacao oocitaria in vitro. A diferenca
estatistica dos resultados foi calculada mediante Chi-quadrado, teste que também
serviu para analisar os valores dos oécitos fecundados nos estagios da cromatina
masculina 18 horas pés FIV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise descritiva

5.1.1 Morfologia espermética

Considerando 70% como taxa minima de espermatozéides normais,
sugerida pelo CBRA (1998) para sémen bovino descongelado, as doses dos 21
touros Curraleiro/Pé Duro obtiveram uma média geral aceitavel de 81,12% =
13,30%. Nas médias individuais (Figura 8), as doses de trés reprodutores foram
inferiores ao valor sugerido: DT1 (60,19%); DT10 (37,50%) e DT17 (68,23%). O
CBRA (1998) também indica que os defeitos maiores (DMA) ndo devem superar o
20% em uma amostra seminal, sendo que a média grupal (14,71% % 9,94%)
estava dentro do padrdo, caso contrario ao resultado encontrado (21,06% =
8,42%) por SOUSA et al. (2004), em 8 touros Curraleiro/Pé Duro. Individualmente
a DT1 (34,71%), DT7 (24,25%), DT10 (39,50%), DT16 (22,50%) e DT17 (28,11%)
obtiveram altas taxas para DMA, o que pode afetar a fertilidade da dose seminal.
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FIGURA 8 - Taxas de espermatozéides normais e defeitos maiores em 21
doses de sémen Curraleiro/Pé Duro
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Foram analisadas as anormalidades morfoldgicas individuais, e dentro
destas certos defeitos maiores superaram o limite de 5%, referido por FRENEAU
(2011): DTA1, cratera (21,76%), contorno anormal (5,56%); DT7, cauda fortemente
dobrada com gota (7,07%); DT10, gota proximal (19,00%), cauda fortemente
dobrada com gota (6,50%); DT16, cratera (9,00%); DT17, cauda fortemente
dobrada com gota (15,10%) e DT20, cabeca piriforme (6,50%). BRITTO & MELLO
(1988) também encontraram defeitos maiores que excederam os valores
individuais sugeridos, no sémen de cinco touros Curraleiro/Pé Duro, destacando
pouch formation e coloracdo anormal da cabeca, com taxas maximas de 17,10%
e 12,20% respectivamente, sendo atribuidas essas patologias a possiveis
deficiéncias nutricionais, interferéncia climatica e escasso processo de selecao
deste grupo genético, em comparacao aos taurinos de zonas temperadas.

SAACKE (2008) caracteriza a cratera, cabeca piriforme e pouch
formation como defeitos incompensaveis, ja que possuiriam aberracées na
cromatina masculina que afetam a concepcao. Segundo LAGERLOF (1934) se
trataria de defeitos primarios, por ter origem na degeneracao epitelial dos tubulos
seminiferos. As altas taxas encontradas de gota proximal e cauda fortemente
dobrada com gota corresponderiam a defeitos secundarios, sugerindo problemas
de maturidade sexual, epididimo e fertilidade no reprodutor (RAO et al., 1980).

5.1.2 Cinética espermatica

Segundo KATHIRAVAN et al. (2011) altos percentuais de motilidade
progressiva (MP) e células rapidas (RPD) revelam resisténcia a criopreservacao.
Esses autores indicaram a importancia da MP em comparagdo a outros
parametros também mensurados pelo CASA, ja que contribui 62,60% nas
variagdes das taxas de fertilizacao.

A MP grupal teve como média geral 27,33% £ 9,71% e as RPD 35,38%
t+ 11,40%. Observou-se na média individual (Figura 9) que as doses de quatro
touros alcangaram os valores mais baixos na MP: DT8 (14%), DT10 (15%); DT18
(9%) e DT20 (13%). Nas RPD as doses de trés touros obtiveram valores
inferiores: DT10 (17%), DT18 (11%) e DT20 (17%).
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FIGURA 9 - Taxas de motilidade progressiva e células rapidas em 21 doses
de sémen Curraleiro/Pé Duro

A DT19 revelou supostos indicios de hiperatividade espermatica (HE),
porque mostrou altos valores de VAP, VSL e VCL; o ALH (7,70um) foi superior a 7
Mm; 70% de STR, um dos menores no grupo; e 38% de LIN (ideal > 50%). A HE
conduz a movimentos vigorosos e desordenados, com batimentos flagelares
assimétricos, provocando trajetoria irregular e curva, situacao que deveria ocorrer
préxima ao local de fertilizacdo. Essa possivel ativagdo precoce determinaria
menor tempo de vida util do espermatozoide, reduzindo a capacidade fecundante
da dose seminal (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002). Sabe-se que a
criopreservagdo provoca mudangas na membrana plasmatica, similares as de
capacitacao in vivo. Esta “criocapacitacdo” apds descongelamento pode ser
responsavel pela possivel hiperatividade detectada (JANUSKAUSKAS et al.,
1999; PETRUNKINA et al., 2005; CESARI et al., 2006).

A DT13 com boa MP (37%) e a DT10 com MP inferior (15%)
mostraram valores superiores para BCF e inferiores para ALH, caracteristicas que
indicam a capacidade espermatica de penetrar o muco cervical da fémea. Além
disso, tiveram os maiores valores na STR e LIN, revelando movimentagao
retilinea que favorece o transito no utero e a fecundagéo oocitaria (MORTIMER,
1997).
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5.1.3 Integridade da membrana plasmatica e do acrossoma

Consideraram-se como parametros mais importantes a membrana
plasmatica integra (MPIl) e os espermatozdides vivos com acrossoma integro
(EVAI), obtendo na média geral: MPI 36,73% + 14,16% e EVAI 34,00% * 14,43%.

As doses com taxas mais baixas foram (Figura 10): MPI (DT10,
15,00%; DT14, 21,27% e DT18, 10,50%) e EVAI (DT2, 18,00%; DT10, 12,50%;
DT14, 21,50%; DT18, 9,50% e DT20, 22,00%). GRAHAM (2001) indica a procura
de altas porcentagens nesses exames de fluorescéncia, porque refletem a boa
conformagdo estrutural e funcionalidade celular, o que correlaciona com altas

taxas de prenhez nas fémeas.
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FIGURA 10 - Taxas de integridade da membrana plasmatica e do acrossoma
em 21 doses de sémen Curraleiro/Pé Duro

5.1.4 Parametros que visam a fertilidade nos exames espermaticos

Na Tabela 1, se mostram os parametros mais importantes que visam a
fertilidade nos quatro exames espermaticos avaliados (morfologia, cinética,
integridade da membrana plasmatica e integridade do acrossoma).
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TABELA 1 -Parametros que visam a fertilidade: espermatozéides normais
(NRM), defeitos maiores (DMA), motilidade progressiva (MP),
células rapidas (RPD), membrana plasmatica integra (MPI) e
espermatozoide vivo com acrossoma integro (EVAI)

?gj’reo NRM% DMA% MP%  RPD%  MPI% EVAI%
DT1 60,19 3471 29,00 40,00 3500 40,78
DT2 88,00 6,00 28,00 35,00 39,01 18,00
DT3 86,00 9,50 29,00 34,00 40,50 35,50
DT4 82,00 16,50 30,00 38,00 34,65 33,50
DT5 84,50 12,00 45,00 55,00 3550 36,68
DT6 92,50 5,50 33,00 41,00 29,09 31,00
DT7 70,71 2425 26,00 36,00 37,32 34,93
DT8 88,61 7,94 14,00 30,00 2938 26,36
DT9 79,50 19,00 40,00 48,00 49,50 45,50

DT10 37,50 39,50 15,00 17,00 15,00 12,50
DT11 88,00 9,00 31,00 38,00 32,50 39,41
DT12 95,00 4,00 17,00 25,00 35,50 33,00
DT13 82,59 11,49 37,00 41,00 29,85 34,91
DT14 93,00 6,50 23,00 33,00 21,27 21,50
DT15 84,29 12,38 31,00 36,00 48,87 48,50
DT16 76,50 22,50 39,00 47,00 53,00 50,50
DT17 68,23 28,11 20,00 26,00 52,61 31,00
DT18 90,50 8,50 9,00 11,00 10,50 9,50
DT19 90,00 7,00 31,00 51,00 75,50 76,00
DT20 77,50 16,00 13,00 17,00 28,26 22,00
DT21 88,50 8,50 34,00 44,00 38,50 33,00

Das 21 doses apresentadas, dez possuiam alguns valores adversos
para a fertilizacao: DT1 (NRM, DMA); DT2 (EVAI); DT7 (DMA), DT8 (MP); DT10
(NRM, DMA, MP, RPD, MPI e EVAI); DT14 (MPI e EVAI); DT16 (DMA); DT17
(NRM e DMA); DT18 (MP, RPD, MPI e EVAI) e DT20 (MP, RPD e EVAI). Ao
comparar em cada dose mencionada 0s seis parametros espermaticos,
detectaram-se divergéncias, ja que sete tinham valores inferiores aos sugeridos
em uns exames e valores favoraveis em outros, confirmando a complexa natureza
do espermatozdide (GRAHAM & MOCE, 2005). Com as sete doses seminais se
formaram dois grupos (A e B), buscando a melhor descricdo das caracteristicas
espermaticas (Tabela 2). Utilizou-se como critério de agrupamento os valores
obtidos para NRM e DMA, segundo os padrdes sugeridos pelo CBRA (1998).
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TABELA 2 - Doses espermaticas com divergéncias entre os parametros que
visam a fertilidade
Dose Touro NRM% DMA% MP% RPD% MPI% EVAI%

Grupo A

DTH 60,19 34,71 29,00 40,00 35,00 40,78
DT16 76,50 22,50 39,00 47,00 53,00 50,50
DT17 68,23 28,11 20,00 26,00 52,61 31,00
Grupo B

DT2 88,00 6,00 28,00 35,00 39,01 18,00
DT8 88,61 7,94 14,00 30,00 29,38 26,36
DT14 93,00 6,50 23,00 33,00 21,27 21,50
DT18 90,50 8,50 9,00 11,00 10,50 9,50

Espermatozéides normais (NRM), defeitos maiores (DMA), motilidade
progressiva (MP), células rapidas (RPD), membrana plasmatica integra
(MPI) e espermatozéide vivo com acrossoma integro (EVAI)

O Grupo A (DT1, DT16 e DT17) mostrou valores inferiores de
espermatozoides normais e altas taxas de defeitos maiores, mas por outro lado
boa cinética e viabilidade, que fornecerdo oportunidades para competir pela
fertilizacdo. Estas caracteristicas espermaticas sao préprias dos defeitos
incompensaveis descritos por SAACKE (2008), os quais permitem fertilizar o
odcito, mas interferem na manutencao da fertilizagdo ou embriogénese.

No Grupo B (DT2, DT8, DT14 e DT18), se obtiveram altas taxas de
espermatozoides normais, no entanto muitos eram inviaveis (deteriorados ou
mortos) e de movimentacao lenta, concordando com o relato de GARNER et al.
(1986), onde células espermaticas com membrana plasmatica lesada possuem
cinética inferior. Vale salientar que as caracteristicas encontradas pertencem aos
defeitos compensaveis, os quais sado deletérios para o espermatozdide no
transporte através do trato reprodutivo feminino, mas com o incremento da dose
inseminante, células competentes podem atenuar o problema e fertilizar o o6cito
(SAACKE, 2008).
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5.2 Correlacoes

Analisaram-se as correlacbes de Pearson dos parametros mais
importantes que visam fertilidade nos quatro exames espermaticos realizados
(Tabela 3).

TABELA 3 - Correlagbes de Pearson dos parametros que visam a fertilidade:
espermatozdides normais (NRM), defeitos maiores (DMA),
motilidade progressiva (MP), células rapidas (RPD), membrana
plasmatica integra (MPI) e espermatozdéide vivo com acrossoma
integro (EVAI)

NRM% DMA% MP% RPD% MP1%  EVAI%

NRM% 1 -0,96 0,15 0,24 0,13 0,17
DMA% -0,96 1 -0,08 -0,15 -0,03 -0,06
MP% 0,15 -0,08 1 0,93 0,48 0,60
RPD% 0,24 -0,15 0,93 1 0,61 0,73
MP1% 0,13 -0,03 0,48 0,61 1 0,88
EVAI% 0,17 -0,06 0,60 0,73 0,88 1

Os parametros MP / RPD (0,93); MPI / EVAI (0,88) e RPD / EVAI (0,73)
obtiveram estimativas de correlacdo alta, enquanto RPD / MPI (0,61), MP / EVAI
(0,60) e MP / MPI (0,48) correlacdo moderada. DMA mostrou correlacdes
negativas com todos os parametros (NRM, MP, RPD, MPI e EVAI).

Estes resultados indicaram que espermatozéides com membrana
plasmatica integra serao viaveis para se capacitar, conservar o acrossoma integro
e realizar reacdo acrossomal, assim como apresentar boa motilidade,
caracteristicas primordiais para a fertilizacdo. Enquanto espermatozéides com
elevadas taxas de defeitos maiores terdo problemas na movimentacdo e
integridade das membranas celulares o que afetaria o potencial reprodutivo da
dose seminal (GARNER et al., 1986; AMANN, 1989). Fato que aponta a
morfologia como caracteristica de grande interesse para andlise espermatica,
concordando com FITZPATRICK et al. (2002), que consideraram isoladamente

este aspecto como o mais relacionado com a fertilidade no rebanho.
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5.3 Analise de Cluster, dendrograma e estatistica descritiva dos grupos

Para analise de Cluster e confecgdo de um dendrograma (Figura 11),
utilizaram-se os parametros mais importantes que visam a fertilidade nos quatro
exames espermaticos realizados (Tabela 1).

O Cluster formou trés grupos (G1, G2 e G3) segundo similaridade dos
valores obtidos nas amostras seminais: G1: DT16, DT9, DT15, DT5, DT21, DT®6,
DT13, DT11, DT3, DT4, DT2. G2: DT7, DT1, DT17. G3: DT12, DT8, DT14.

Cabe ressaltar que no dendrograma se encontraram duas doses fora
dos grupos, a DT19 e DT10, j4 que foram consideradas outliers (discrepantes), ao
apresentarem valores atipicos, com grande afastamento em relacdo as demais
amostras, podendo influenciar na acuracia das analises estatisticas a realizar
(SARTORIO, 2008). A DT19 obteve valores altamente favoraveis para fertilizagao

oocitaria, oposto da DT10, que alcangou em todos os resultados as piores taxas.

DT16
DT

DT15

D11
G1 DT6

DT13

DT11
DT3
] DT4
L DT

DT7
R e—L
DT17

DT12
DT14
G3 | DT20

DT18
DT19
DT10

FIGURA 11 - Cluster e Dendrograma de 21
doses de sémen Curraleiro/Pé
Duro, segundo paradmetros que
visam a fertiidade nos exames
espermaticos realizados
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5.3.1 Morfologia espermética

Na Tabela 4, observam-se os trés grupos formados, mostrando as
taxas de espermatozéides normais, assim como defeitos espermaticos segundo

localizacao estrutural e classificagcdo de BLOM (1973).

TABELA 4 - Morfologia espermatica dos grupos formados com as doses de
sémen Curraleiro/Pé Duro

Morfologia espermatica (%) G G2 G3

Média DP Média DP Média DP
Espermatozoéides normais 84,76 4,53 66,38° 550 88,92° 6,83
Defeitos cabega 7,032 442 16,95 17,40 5,20° 4,95
Defeitos peca intermediaria 3,26° 1,96 4,75* 4,09 3,29° 1,98
Defeitos peca principal 4,96° 2,32 11,922 9,06 2,59° 1,29
Defeitos maiores 12,03° 5,34 29,02 529 8,59° 4,49
Defeitos menores 3,21 1,72 4,60* 0,83 2,49% 2,52
Defeitos totais 1524° 453 3362 549 11,08° 6,83

G1=grupo 1, G2 = grupo 2, G3 = grupo 3. DP = desvio padrao

Observa-se que G1 e G3 conseguiram taxas de espermatozoides
normais e defeitos maiores dentro dos padroes do CBRA (1998), revelando boa
condicdo morfolégica destas células. Caso oposto do G2, que obteve valores
adversos e, além disso, altas taxas para defeitos totais, de cabeca e peca
principal, que podem interferir no deslocamento espermatico (FRENEAU, 2011).

Suspeita-se como uma possivel origem dos defeitos encontrados, o
estresse térmico, que segundo SETCHELL (1998) causa degeneragao no epitélio
testicular, comprometendo a fungdo dos tubulos seminiferos e epididimo, que
provocaria aparicdo de patologias espermaticas. FRENEAU (2011) indica que o
fato dos touros estarem submetidos a altas temperaturas durante o dia, pode
esgotar 0 mecanismo de termorregulacao testicular, gerando espermatozdides
com defeitos nos ejaculados. TEIXEIRA et al. (2009) e TEIXEIRA et al. (2011)
sugeriram que no Centro Oeste brasileiro, a estacdo da seca pode reduzir o
namero de espermatogdnias no epitélio dos tubulos seminiferos, e incrementar a

degeneracao das células espermaticas em desenvolvimento.
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5.3.2 Cinética espermatica

Na Tabela 5, se observam os parametros da cinética espermatica, dos

grupos formados com as doses de sémen Curraleiro/Pé Duro.

TABELA 5 - Cinética espermética dos grupos formados com as doses de sémen
Curraleiro/Pé Duro

G1 G2 G3
Média DP Média DP Média DP
Motilidade total - MT (%) 51,362 7,28 47,000 520 32,40° 14,15
Motilidade progressiva - MP  34,27° 535 2500° 4,58 1520° 5,22
(%)

Velocidade de trajeto - VAP 77,45% 13,20 68,90° 12,13 68,30% 7,21

(Lm/s)
Velocidade linear - VSL 64,09 11,00 54,20 9,44 5226* 8,03

(um/s)
Velocidade curvilinear - 130,382 2456 118,172 19,71 121,022 12,47

VCL (um/s)

Amplitude de batimentoda ~ 5,89° 0,62 6,03 042 6,76° 0,64
cabeca - ALH (um)

Frequéncia de batimento da  30,10° 265 26,13a° 5,88 23,34° 4,72
cauda - BCF (Hz)

Retilinearidade - STR (%) 82,09 1,58 79,00®® 0.00 76,20° 5,89
Linearidade - LIN (%) 50,912 2,51 48,33 231 44,60° 4,51
Células Rapidas - RPD (%) 41,55° 6,44 34,00° 7,21 23,20° 9,12
G1=grupo 1, G2 = grupo 2, G3 = grupo 3. DP = desvio padrao

Cinética espermatica

Na MT e MP, o G1 foi superior, seguido do G2, e por ultimo o G3 que
obteve as taxas mais baixas, revelando menor motilidade espermatica. As
velocidades (VAP, VSL e VCL) foram similares nos trés grupos. Segundo
GOOVAERTS et al. (2006) a VAP encontrada foi rapida (> 50 um/s), fato
favoravel ja& que contribui no transporte do espermatozdide através do trato
reprodutivo feminino, e penetragdo da ZP do odcito (OLDS-CLARKE, 1996;
GOOVAERTS et al., 2006). Na ALH o G3 obteve a maior taxa, seguido do G2,
enquanto G1 alcangou a menor taxa. Na BCF o G1 foi superior a G2 e G3. Os
valores do G1 refletem uma adequada amplitude lateral da cabeca e freqiiéncia

de batimentos da cauda, que na comparacdo com os outros dois grupos, teria
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melhor progressao espermatica para penetrar o muco cervical da fémea e
estruturas peri-oocitarias (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al.,, 2002;
ROBAYO et al., 2008). Estas caracteristicas foram confirmadas ao conseguir o
G1 altas taxas de STR, LIN e RPD, as quais evidenciaram uma trajetéria
espermatica muito regular e linear, favorecendo a migracdo através do trato
reprodutivo feminino (MORTIMER, 2000; VERSTEGEN et al., 2002; ROBAYO et
al., 2008). Caso similar aconteceu com G2, no entanto G3 mostrou taxas
inferiores na STR, LIN e RPD, que concordaram com seus valores inferiores na
MT e MP, revelando menor motilidade, rapidez e linearidade espermatica.

5.3.3 Integridade da membrana plasmatica e do acrossoma
Na Tabela 6 se observam os parametros de integridade da membrana

plasmatica, dos grupos formados com as doses de sémen Curraleiro/Pé Duro.

TABELA 6 - Integridade da membrana plasmatica dos grupos formados com as
doses de sémen Curraleiro/Pé Duro

Integridade da membrana G1 G2 G3
plasmatica (%) Média DP  Média DP Média DP

Membrana plasmatica 4488% 10,96 50,90° 6,49 53,26 10,77

lesada — MPL

Membrana plasmatica 15,94 5,75 7,45° 3,19 21,76 7,06

semilesada — MPSL

Membrana plasmatica 39,18% 8,13 41,64® 957 24,98° 9,54

integra — MPI

G1=grupo 1, G2 = grupo 2, G3 = grupo 3. DP = desvio padrao

Na MPL os trés grupos alcancaram os mesmos percentuais, enquanto
na MPSL o G1 e G3 obtiveram taxas superiores a G2. A soma destes dois
parametros em cada grupo revelou a grande quantidade de células com alguma
lesdo na membrana (> 58%). Na MPI o G1 e G2 conseguiram as taxas mais altas,
a diferenca do G3 que obteve a mais baixa, indicando maior viabilidade
espermatica no G1 e G2, que fornecera melhores chances para a fecundacgao.
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Na Tabela 7 se observam os parametros da integridade do acrossoma,

dos grupos formados com as doses de sémen Curraleiro/Pé Duro.

TABELA 7 - Integridade de acrossoma dos grupos formados com as doses de
sémen Curraleiro/Pé Duro

Integridade do acrossoma G1 G2 G3
(%) Média DP Média DP Média DP

Espermatozéide morto 32,512 6,92 21,16° 9,44 41,17*° 10,52
acrossoma integro — EMAI

Espermatozéide morto 29,822 10,60 37,79% 494 3576 12,98
acrossoma reagido - EMAR

Espermatozoéide vivo 36,952 9,08 3557% 4,92 2247° 8,59
acrossoma integro — EVAI

Espermatozéide vivo 0,71 0,79 548* 783 0,60° 0,82

acrossoma reagido — EVAR
G1=grupo 1, G2 = grupo 2, G3 = grupo 3. DP = desvio padrao

No EMAI o G1 e G3 foram superiores a G2, enquanto no EMAR todos
obtiveram os mesmos resultados. Estes valores mostraram altas taxas de
espermatozoides mortos em cada grupo (> 58%). Nos paradmetros que
mensuraram células vivas, o EVAI foi superior no G1 e G2, mas no G83 foi inferior,
indicando menor niumero de espermatozdides competentes para a fertilizacao.
Resultados similares para EVAI foram obtidos por TEIXEIRA et al. (2008) e
RAMOS et al. (2009), em doses seminais de catorze touros Crioulo Lageano
(36,00%) e vinte touros Pantaneiros (37,90%), pertencentes ao BBGA. No EVAR
s6 G2 alcancou o valor mais alto, ja que G1 e G3 obtiveram taxas menores a 1%,
sugerindo que as células do G2 podem ter sofrido adiantada reacao acrossomal.

As elevadas taxas de células lesadas, mortas e acrossoma reagido,
apontam a criopreservagcao como fator negativo, sabendo que as membranas séo
as primeiras estruturas em sofrer a variacdo das temperaturas (THOMAS et al.,
1998; JANUSKAUSKAS et al., 1999; MEDEIROS et al., 2002). Nos parametros
MPI1 e EVAI, o G1 e G2 alcancaram valores aceitaveis, indicando capacidade para
atravessar o trato reprodutivo feminino (JANUSKAUSKAS et al., 1999) e obter
prenhez na fémea (PHILLIPS et al., 2004). Contrario do G3, que conseguiu taxas
inferiores, diminuindo oportunidades para a fertilizacao (MEDEIROS et al., 2002).
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Na descricdo final dos trés grupos temos que: G1 obteve valores
aceitaveis na morfologia espermatica, a melhor cinética, viabilidade razoavel e
mais espermatozéides vivos com acrossoma integro. Estes resultados revelaram
maiores oportunidades para conseguir a fertilizagdo, em comparacdo aos outros
grupos. G2 mostrou alta taxa de defeitos morfolégicos (destacando da cabeca),
cinética razoavel, melhor viabilidade e valores aceitaveis de espermatozdides
vivos com acrossoma integro. Segundo SAACKE (2008) se trataria possivelmente
de caracteristicas espermaticas incompensaveis. Caso distinto do G3, que
evidenciou ter menos defeitos espermaticos, mas as piores taxas na cinética e
exames de fluorescéncia, indicando caracteristicas compensaveis. O G2 e G3
sugerem um adequado uso das doses seminais, para obter taxas de fertilizacdo

oocitaria e posterior embriogénese.

5.4 Avaliacao das Taxas de fecundacao in vitro

Foram utilizadas doses de quatro touros (DT18, DT19, DT20 e DT21)
para serem desafiadas na avaliacdo das taxas de fecundacéo in vitro (Tabela 8).

TABELA 8 - Doses de sémen Curraleiro/Pé Duro escolhidas para avaliacao das
Taxas de fecundacéo in vitro

Dose  \RM% DMA% MP% RPD% MPI% EVAI%
Touro

G3 DT18 90,50 8,50 9,00 11,00 10,50 9,50
Outliers DT19 90,00 7,00 31,00 51,00 75,50 76,00

G3 DT20 77,50 16,00 13,00 17,00 28,26 22,00

G1 DT21 88,50 8,50 34,00 44,00 38,50 33,00
NRM (espermatozdides normais), DMA (defeitos maiores), MP (motilidade
progressiva), RPD (células rapidas), MPI (membrana plasmatica integra), EVAI
(espermatozdide vivo com acrossoma integro). G1 = grupo 1, G3 = grupo 3

Grupo

As doses foram escolhidas pelo amplo estoque de palhetas doadas
pelo BBGA para esses reprodutores, possibilitando realizar trés réplicas in vitro.
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Estas doses seminais pertenciam ao G1 (DT21), G3 (DT18, DT20) e
“outliers” (DT19). Observou-se que todas as amostras espermaticas possuiam
taxas de morfologia normal (NRM) e defeitos maiores (DMA), dentro dos padrdes
sugeridos pelo CBRA (1998). Entretanto, observaram-se valores negativos na
DT18 e DT20, porque possuiam taxas inferiores nos exames de motilidade e
fluorescéncia. Situagdo que era de esperar-se, ja que células com membrana
plasmatica lesada (mortas) nao possuem movimento (GARNER et al., 1986). Vale
salientar que MATYUS et al. (1984) relataram problemas na fecundacgéao, devido a
correlagao entre infertilidade e taxas de membrana plasmatica lesada.

Previamente a utilizacdo das doses de sémen Curraleiro/Pé Duro na
FIV, estas foram preparadas para obter maiores chances de fecundacao, sendo
submetidas a selecdo mediante gradiente Percoll (45:90%), eliminando assim 0s
espermatozoides que possuiam defeitos e injurias que afetassem a hidrodinamica
celular. Avaliou-se a motilidade no microscépio de contraste de fase (Nikon
Eclipse E200) tanto pré como apo6s passagem pelo gradiente, sendo os resultados
comparados com a motilidade progressiva, mensurada anteriormente pelo CASA
(Figura 12).

a0 85
80 o z

B Motilidade progressiva %
70 (CASA)
e0
50 Maotilidade progressiva %

(Microscopia convencional

40

Pré-Percoll)

30 + m Motilidade progressiva %

(Microscopia convencional
Pas-Percoll)

20 +
10 +

DT1E DbT19 DT20 DTl

FIGURA 12 - Motilidade progressiva mensurada pelo CASA e
microscopia convencional, das doses de sémen
Curraleiro/Pé Duro escolhidas para FIV
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Observa-se que a motilidade progressiva apés Percoll incrementou
consideravelmente em comparacdo as avaliacées anteriores, mostrando valores
superiores, dentro dos padroes sugeridos pelo CBRA (1998). Conforme
RODRIGUEZ-MARTINEZ (2005) o teste mensura a capacidade espermatica de
migracdo ao longo do trato reprodutivo feminino, sendo selecionados os
espermatozoides com potencial para ultrapassar in vitro a barreira do Percoll, que
simularia o trajeto in vivo até o local de fertilizacao (istmo).

Uma vez tratadas as doses de sémen Curraleiro/Pé Duro a utilizar na
FIV, continuou-se com a selecdo e inseminacao in vitro de 336 odcitos, para
avaliar as Taxas de fecundacdo (Tabela 9). Nos resultados obtidos a DT20
alcancou a taxa mais alta (80,49%) de odcitos fecundados, enquanto a DT21 a
mais baixa (68,83%).

TABELA 9 - Taxas de fecundacao oocitaria 18 horas p6s inseminacgao in vitro

Dose N Fecundado Nao Fecundado P-valor
Grupo L, >
Touro odcitos N % N %, X
G3 DT18 90 67 74,44 23 25,56
Outliers DT19 87 67 77,01 20 22,99 038
G3 DT20 82 66 80,49 16 19,51 ’
G1 DT21 77 53 68,83 24 31,17

G1 =grupo 1, G3 = grupo 3. N = niimero. X? = Chi-quadrado

As taxas de fecundacado foram altas e préximas, sem diferenca
estatistica significativa, revelando resultados ndo esperados antes da passagem
espermatica pelo gradiente (45:90%), como foi o caso da DT18 e DT20. Doses
que tinham valores inferiores nos parametros de motilidade e fluorescéncia, mas
apos Percoll mostraram boa motilidade progressiva (70%; 53%) e inclusive altas
taxas de fecundacao (74,44%; 80,49%).

Os percentuais de od6citos fecundados (> 60%) foram considerados
aceitaveis segundo TANGUE et al. (2002), revelando a capacidade espermatica in
vitro das doses escolhidas de sémen Curraleiro/Pé Duro, para ligar e penetrar a

ZP do od6cito, assim como promover fertilizagao.
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Na Tabela 10, observam-se as taxas que representam os diferentes

estagios da cromatina masculina, 18 horas pds inseminagéo in vitro.

TABELA 10 -Estagios da cromatina masculina 18 horas pés inseminacao in vitro

Fecundado

Dose N Cabeca Cabeca . P-valor
Touro odbcitos Sptf desconde%sada Prondcleo PP X?

N % N % N % N %
DT18 67 2 2,99 4 597 56 8358 5 7,46
DT19 67 6 8,96 1 1,49 57 8507 3 4,48 3,49x
DT20 66 8 12,12 1 1,52 54 8182 3 4,55 10°
DT21 53 7 13,21 13 2453 32 60,38 1 1,89

N = nimero. Sptz = espermatozéide, PP = polispermia. X* = Chi-quadrado

Constata-se que o0s zigotos apresentavam valores estatisticamente
diferentes, com a cromatina masculina majoritariamente em estagio de pronucleo
(taxas > 60%). A DT19 obteve o maior percentual, enquanto a DT21 o menor, e,
além disso, um valor elevado para cabeca descondensada. Segundo EID et al.
(1994) isto revelaria uma fecundacao tardia da DT21, em comparacao as outras
doses, fato que pode afetar posteriores estagios de embriogénese.

Finalmente, segundo os resultados obtidos a partir das 21 doses de
sémen Curraleiro/Pé Duro, sugere-se que a DT19 e o G1 se utilizem na
inseminacao artificial a campo, por ter valores favoraveis para a fecundacao in
vivo, sabendo que sé células competentes terdo contato com o oécito (BARBAS &
MASCARENHAS, 2009). Diferente situagédo da DT10, G2 e G3, onde as doses
devem ser utilizadas na PIVE, ja que a passagem pelo gradiente Percoll eliminara
células defeituosas e lesadas. Além disso, a FIV permitird o contato direto dos
o0citos com centos de espermatozéides, fornecendo assim maiores chances para
a fecundagéo e embriogénese.

Dessa forma se evitara a perda das valiosas doses de sémen
estocadas no BBGA, pertencentes a estes 21 touros Curraleiro/Pé Duro, mediante
0 adequado direcionamento do seu uso na inseminacao artificial in vivo ou in vitro,
buscando conseguir a maxima producdo de bezerros e/ou embrides, para a

conservacgao in situ e ex situ deste bovino crioulo brasileiro em perigo de extingao.
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6 CONCLUSOES

A qualidade seminal encontrada nas doses dos 21 touros Curraleiro/Pé
Duro foi diversa, mostrando caracteristicas favoraveis para a fecundag¢édo na DT19
e G1, assim como defeitos compensaveis e incompensaveis que atentam contra
ela na DT10, G2 e G3. Fato pelo qual estas doses espermaticas devem ser
manejadas criteriosamente, tanto na inseminacao artificial a campo, como no
laboratério, em associacdo a biotecnologias reprodutivas que visem resultados
positivos. Permitindo dessa maneira a conservacao in situ e ex situ do gado
Curraleiro/Pé Duro, através de programas de recuperacao do efetivo populacional
e criopreservacao de espermatozéides e embrides em bancos de germoplasma.
Sendo também interessante investigar a utilizacdo deste recurso genético local,
em cruzamentos com racas comerciais, buscando inserir futuramente

caracteristicas de rusticidade e adaptacao nos rebanhos bovinos brasileiros.
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ANEXOS

Anexo 1. Dose espermatica, doador, origem e partidas de sémen

Curraleiro/P& Duro

DO3E CORIGEM DOADOR PARTIDA
TOURD TOURC DOADCR SEMEN
MATERNA PATERMA
DT 1125 Roxinol DF P01
D12 1011 MG Pl P&
D13 N MG P2/01
OCT4 308 MG POY
D15 Buriti 345 Pl P03
DTE Bacurau 346 Pl P03/94
DT7? Veterano 01 GO P01
DT8 Tarado GO 27/09/2006
DTS 1218 DF P4/08
o110 1210 DF Pa/OT
D711 306 MG P04
DT12 9905 Pl GO P03/03
D713 9808 MG GO F2M
D714 Paulista 193 Pl P3
D715 Cristiano 349 Pl P2/01
OT16 Riachdo 335 Pl P0G
DT17 Sarney GO PO2/01
D718 745528 GO PO3/07
0719 Lula GO Fa/96
D120 1223 DF P4asor
D721 1016 DF P03/3

DF (Distrito Federal), MG (Minas Gerais), Pl (Piaui), GO (Goias)
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Anexo 6. Setup do Hamilton Thaorne Bioscience (IVOS — Ultimate 12)
* Caracteristica Ajuste
* Captura de imagens
Mimero de imagens adquiridas por campo a0
Taxa de aquisicdo das imagens 60 Hz
*Deteccdo da célula
Contraste minimo da célula 80
Tamanho minimo da célula 5 pix
*Células progressivas
Velocidade de trajeto (WVAP) 50.0 pmys
Retilinearidade (STR) 70%
*Walor de corte WSL para células lentas 10 pmy's
*Padrio
Tamanho da célula 5 pix
Intensidade da célula 70
* Setup optico
Intensidade 2000 — 220
Fotdmetro 50 — 55
*Tipo de cAmara Makler
* Temperatura 37 °c
*Selecdo de campos Manual






