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CALEGARI, R.S. “Influéncia do sémen homospérmico, heterospérmico e do
plasma seminal heter6logo sobre os parimetros espermaiticos e producio de
embrides bovinos in vitro”. Botucatu, 2011. 166p. Tese (doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

RESUMO

Este estudo foi dividido em dois experimentos. No exp. 1, investigou-se a influéncia do
sémen congelado heterospérmico ¢ homospérmico de touros Nelore sobre o movimento
de espermatozoides (ME), integridade da membrana plasmatica (IMP) e produgdo de
embrides in vitro (PIV). No exp. 2, a substitui¢do de plasma seminal (PS) de touros com
sémen de média congelabilidade (grupo homospérmico, HoM) por PS heterdlogo de
touros de alta congelabilidade (grupo homospérmico, HoA), foram avaliados através do
ME, IMP, PIV, proteina total (PT), concentracdo de testosterona plasmatica (TP) e
padrdo eletroforético das proteinas do plasma seminal (PE). O plasma seminal
heterdlogo (grupo PSH) foi composto pela mistura de PS de touros HoA com
espermatozoides de touros HoM. As amostras seminais de oito touros foram
classificadas, com base em avaliagdes anteriores. Para o exp. 1, ndo foi observada
diferenca significativa para o ME, IMP e PIV entre os grupos, mas, foi observada entre
os touros, independentemente do grupo. No exp. 2, ndo houve diferenga, para o ME,
PT, TP e embrides produzidos entre os grupos, entretanto, maior nimero de
membranas plasmaticas intactas (P<0,05) foi encontrado no grupo HoA, bem como para
a taxa de clivagem (P<0,05) no grupo PSH. Sete padrdes de proteinas (20 a 25 fragdes)
foram detectados no PS. A concentracdo de PT e TP variou pouco, quando comparada
com o PE. Concluindo, o sémen heterospérmico ndo melhorou nenhuma caracteristica
espermatica nem aumentou a producdo de embrides in vitro, no entanto, o PSH
somente mostrou efeito benéfico sobre a taxa de clivagem. Agradecimentos: Central VR

e frigorifico Frig, Aracatuba, SP, Brasil.

Palavras chave: sémen homospérmico; sémen heterospérmico; plasma seminal;
bovino; parametros espermaticos; analises in vitro
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CALEGARI, R.S. Influence of homospermic and heterospermic bull semen and
heterologous seminal plasma on sperm parameters and in vitro bovine embryo
production. Botucatu, 2011. 166 p. Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study was divided into two experiments. In exp.l, the influence of frozen
heterospermic and homospermic bull semen on sperm motion (SM), plasma membrane
integrity (PMI) and in vitro embryo production (IVP) were investigated. In exp.2, the
replacement of seminal plasma (SP) of bulls with medium semen freezability
(homospermic group, MH) by heterologous SP of bulls with high freezability
(homospermic group, HH), as evaluated for SM, PMI, IVP, total protein (TP), plasma
testosterone level (PT), and electrophoretic profile of plasma seminal protein (EP). The
heterologous seminal plasma (HSP) group consisted of a mixture of SP of bull HH with
spermatozoa of bull MH. Sperm samples from 8 Nellore bulls were classified based on
previous evaluations. In exp. 1, no significant difference was observed for SM, PMI,
and IVP among groups, but it was observed among bulls, regardless of group. In exp.2,
there was no difference for SM, TP, PT, and yielded embryos among groups, but more
intact plasma membranes (P<0.05) were found in group HH as well as for cleavage rate
(P<0.05) in group HSP. Seven protein profiles (20 to 25 protein fractions) were detected
in SP. Level of TP and PT varied little when compared to the seminal protein profile. In
conclusion, heterospermic semen did not improve any sperm characteristic nor
enhanced in vitro embryo production, however, HSP only showed beneficial effect on
cleavage rate. Acknowledgement: VR Insemination Station and FRIG slaughterhouse,

Aracatuba, SP, Brazil.

Keywords: homospermic; heterospermic; seminal plasma; heterologous semen; bovine
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1. INTRODUCAO

A pecuaria tem uma grande importancia econdmica para o Brasil, principalmente a
pecuaria de corte, visto que o pais tem o segundo maior rebanho do mundo, sendo o
maior exportador de carne bovina do mundo (United States Department of Agriculture,
2011). Devido a sua grande extensdo territorial, tem potencial para incrementar ainda
mais a produtividade de carne e leite, sendo que o aumento da mesma pode ser obtido
com o emprego de biotecnologias que contribuem para o aperfeicoamento do sistema
produtivo, pois através de inseminagdo artificial e transferéncia de embrides estas
técnicas maximizam a producgdo e a difusdo, respectivamente, do material genético de
touros e vacas superiores, os quais poderao transmitir caracteristicas para elevado ganho
de peso, produgdo de leite e melhor qualidade de carcaga.

A inseminacdo artificial (IA) ¢ uma biotécnica reprodutiva de custos mais
acessiveis e que serve como ferramenta para o melhoramento genético do rebanho.
Todavia, para sua aplicacdo ampla ¢ indispensavel o uso do s€émen congelado.

Desde o primeiro sucesso de congelagdo de sémen de touro, relatado por Polge et
al. (1949), poucos avancos foram feitos e incorporados ao procedimento de
criopreservacdo de espermatozdides, na tentativa de se abolir a gema de ovo em meios
destinados a preservagdo de s€men de touro (MOUSSA et al., 2002; THUN et al., 2002;
AIRES et al., 2003; AMIRAT et al., 2004).

A capacidade de uma fémea bovina em produzir uma cria saudavel por ano ¢, sem
duavida, uma das caracteristicas mais importantes em qualquer processo de selecdo de
animais para reproducdo e, consequentemente, melhoramento genético. Contudo, o
mérito genético e a fertilidade do touro tem um grande impacto sobre o desempenho do
rebanho (LOWMAN et al., 1994).

O aumento dos indices de concepgao tem sido relatado, quando inseminagdes com
sémen heterospérmico (SH) s@o utilizadas, em bovinos e outras espécies (SACKE,
1983; BERGER, 1995; FLINT et al., 2003).

Para disponibilizar aos pecuaristas tecnologia que permita aumentar a taxa de
concepgao, diminuindo o numero de vacas nao gestantes, e trabalhar com grupos de
touros especificos, o Ministério da Agricultura, Pecuaria ¢ Abastecimento — MAPA
aprovou a regulamentac¢do para a produgdo e comercializacdo de SH de ruminantes,

conforme Instru¢do Normativa, n°. 32, de 23 de agosto de 2007, a qual autoriza a

CALEGARI, R.S. “Influéncia do sémen homospérmico, heterospérmico e do plasma seminal
heterélogo sobre os parimetros espermaticos e produciio de embrides bovinos in vitro”



mistura de até cinco ejaculados de diferentes animais para a producdo de doses de
sémen, com finalidade comercial. No entanto, praticamente todo SH comercializado nos
pais, ainda, provém de centrais de inseminacdo artificial estrangeiras, sendo que a ABS
Pecplan (2010) relata um aumento de 6 a 9% nas taxas de concepcdo. Contudo, o
MAPA, diferente do especificado para o SH, ainda nido regulamentou a adicdo de
plasma seminal (PS) heter6logo em amostras seminais.

Portanto, este trabalho foi desenvolvido com objetivo de:

1) comparar o sémen heterospérmico e homospérmico de amostras seminais de
alta e média congelabilidade, através da avaliagdo dos parametros espermaticos e
producdo de embrides bovinos in vitro, mediante analise computadorizada (CASA) e de

integridade de membrana plasmatica (IMP);

2) comparar o sémen homospérmico (a partir de amostras de alta e média
congelabilidade) com o “pellet” de espermatozoides reconstituido com plasma seminal
heterologo (PSH), através da avaliacdo dos pardmetros espermaticos, mediante analise

computadorizada (CASA) e de integridade de membrana plasmatica (IMP);

3) verificar e comparar a concentragdo plasmatica de testosterona e de proteina total

do PS de touros portadores de sémen de alta e média congelabilidade;

4) determinar o padrao eletroforético das proteinas do plasma seminal de touros com
sémen de alta e média congelabilidade, comparando-os com os resultados dos
parametros espermaticos (CASA e IMP) e da mensuracao das concentracdes de PT e de

testosterona plasmatica, da raga Nelore;

5) verificar possiveis correlagdes entre as varidveis espermaticas avaliadas através

da técnica CASA.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sémen

O sémen ¢ uma suspensdo celular liquida composto por células espermaticas e
secregOes das glandulas sexuais anexas (HAFEZ, 2004). O plasma seminal (PS) atua
como meio de transporte e de protegdo para os espermatozoides, desde a ejaculagdo, até
a fertilizacdo (KRAUS et al.,, 2005). As proteinas estdo presentes na forma de
complexos associados, possuindo composi¢do e tamanho especificos para cada espécie.

Para que o espermatozoide seja considerado viavel e potencialmente fértil ¢
necessario que possua morfologia, atividade metabolica ¢ membranas normais. A
presenca de membranas integras é pré-requisito para que os eventos relacionados ao
processo de fertilizacdo ocorram, tais como: liga¢@o de proteinas seminais na superficie
dos espermatozoides, durante a ejaculacdo; interacdo de proteinas de membrana dos
espermatozoides com células epiteliais do oviduto; capacitacdo espermatica;
reconhecimento dos gametas; ligacdo entre os gametas; reagao acrossomica; penetracao
do espermatozoide na zona pelucida e fusdo dos gametas (YANAGIMACHI, 1994;
RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997; STRZEZEK et al., 2005).

2.1.1. Espermatozoide

O espermatozodide ¢ produzido no interior dos tiibulos seminiferos pela divisdo e
transformacao das células tronco germinativas em espermatozodides, por um processo
chamado espermatogénese (CHENG, 2004), sendo formados por dois componentes
principais, a cabeca e o flagelo ou cauda, com uma membrana plasmatica que recobre
toda a célula (MORTIMER, 1997). As membranas (plasmatica, nuclear, acrossomal e
mitocondrial) da célula espermatica sdo constituidas por agregados de lipidios e
proteinas, construidas na espermatogénese e modificadas durante o transito e
armazenamento no epididimo, a ejaculacdo. A fungdo das membranas ¢ determinada
pela interagdo de seus varios componentes, desse modo, algum evento que a modifique,
pode alterar sua fungdo (GADELLA, 2000).

A membrana plasmatica ¢ formada basicamente por uma bicamada lipidica com
proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas de superficie e glicolipidios organizados
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em um mosaico fluido, cujos componentes estdo agregados dentro de regides
especificas e dominios (O’'BRIEN, 1994).

Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozoide esta voltada para
sua atividade funcional Unica, ou seja, assegurar a liberacdo do material genético
contido no nucleo do espermatozoide para o odcito, a qual propicia a unido dos pro-
nucleos para formar o zigoto (EDDY; O'BRIEN, 1994). Dessa forma, a fungado
principal da cabega do espermatozoide é a liberacdo de uma série haploide de
cromossomos para o oocito, enquanto que do flagelo é promover a motilidade da célula,
para permitir sua passagem pelo trato reprodutivo feminino e penetragdo através da

zona pelucida (MORTIMER, 1997).

2.1.2. Plasma seminal

O PS ¢ uma mistura complexa de secre¢des originadas dos testiculos, epididimos e
glandulas sexuais anexas. Estas secre¢des contém diversos polipeptidios, sendo que
alguns se ligam aos espermatozoides, desempenhando um importante papel na sua
habilidade fertilizante (MANJUNATH et al., 1993), prevenindo a capacitagio e a reacdo
acrossomica (OLIPHANT et al., 1985). Essas proteinas t€ém sido descritas como fatores
decapacitantes (CHANG, 1957) e devem ser removidas ou modificadas antes que
ocorra a reacdo acrossomal (LANGLAIS; ROBERTS, 1985).

Além de facilitar o transito dos espermatozodides no trato genital da fémea, contém
fatores que influenciam a motilidade (ACOTT; HOSKINS, 1978; BAAS et al., 1983), a
fertilidade (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1998) e a capacitacio (MILLER,
1990).

Embora seja um fluido, no qual os espermatozoides sdo transferidos para o trato
genital, o PS, particularmente o do touro, ¢ nocivo para a sobrevivéncia da célula
espermatica (DOTT, 1974), ocasionando morte precoce dos espermatozoides, quando
mantido em condig¢des in vitro (SAHNI; MOHAN, 1998).

O PS do touro representa 50 a 90% do seu ejaculado, sendo formado por 10 a 40%
de secregdo da vesicula seminal, 4 a 6% da prostata e 5 a 10% do epididimo, de acordo
com Pernot e Szumowsky (1985). Seu contetido em proteinas, segundo os referidos
autores, situa-se ao redor de 10% e influenciam na fertilidade, pois sua composi¢do

varia em animais férteis e inférteis.
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Relatos em diferentes espécies sugerem que o PS contém fatores que podem
influenciar a fertilidade, como observado em comparagdes da fertilidade de diferentes
machos ou, através do isolamento de fatores que facilitam ou inibem a capacitacdo,
fertilizacdo e/ou eventos relacionados (MILLER et al., 1990).

A redugdo acentuada da fertilidade pode ser decorrente do reduzido ntimero de
espermatozoides, mas, também, devido ao decréscimo de componentes essenciais
presentes no plasma seminal (GARNER et al., 1997).

Porém, tem sido referido, também, como prejudicial ao espermatozdide, no que diz
respeito a sua estocagem (DOTT, 1974; PICKETT et al., 1975) e sua habilidade de
fertilizagdo (SHIVAJL; BHARGAVA, 1987), pois contém fatores ndo capacitantes e
inibidores da motilidade IWAMOTO; GAGNON, 1998) e componentes prejudiciais a
viabilidade espermatica (WAY et al., 2000), os quais podem influenciar negativamente
no armazenamento do sémen (MARTINUS et al., 1991). No entanto, a alta dilui¢ao do
sémen reduz o efeito deletério do PS sobre o sémen refrigerado e estocado (JASCO et
al., 1991).

Moore e Hibbit (1976) e Moustafa e Meszaros (1981) sugeriram que a ligacdo de
proteinas do plasma seminal a membrana do espermatozoéide provocaria alteragdes
bioquimicas, as quais promoveriam injiria celular e choque térmico durante a
congelacdo. A existéncia de fatores que afetam a fertilidade no liquido seminal bovino
foi relatada por Katska et al. (1996); tais fatores seriam responsaveis pela estabilizagdo
das membranas plasmatica e acrossomal, impedindo a reacdo acrossémica, bem como a
capacitagdo espermatica, em procedimentos de fertilizagao in vitro.

Segundo Garcia e Graham (1987) a presenga de uma fracdo protéica de peso
molecular entre 12 e 14 kDA ¢ prejudicial para os espermatozodides, durante a
congelagdo, pois é capaz de bloquear os efeitos benéficos de componentes da gema de
ovo, competindo com os sitios de ligacdo da membrana plasmatica; contudo, a remogao
dessa fracdo protéica do PS, através de dialise, eliminou o efeito deletério, melhorando
a congelabilidade do sémen. Proteinas relacionadas com baixa (16 kDA, pi de 6,7 ¢ 16
kDA, com pi de 4,1) e com alta fertilidade (26 kDA e 55kDA) foram descritas por
Killian et al. (1993).

Henault e Killian (1996) verificaram que os espermatozoides, quando colocados
em meio contendo PS de animais de alta fertilidade, tém maior habilidade para penetrar
em 00citos, em ensaios in vitro, quando comparados aos meios contendo PS de animais

de baixa fertilidade, sejam estes espermatozdides de animais de alta ou baixa fertilidade.
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Barrios et al. (2000) submeteram amostras de espermatozoides ovinos, separados
do PS por “dextran/swim-up”, ao choque térmico pelo frio. Posteriormente, incubaram
estes espermatozoides com proteinas do PS e demonstraram a reversdo dos danos
causados pelo choque térmico a membrana, indicando que as proteinas presentes no PS
sdo adsorvidas @ membrana espermatica ¢ modificam as caracteristicas funcionais de
espermatozoides danificados, reproduzindo as caracteristicas de uma célula intacta.

Ollero et al. (1997) afirmaram que, a remog¢ao de moléculas de peso molecular
menor do que 10 kDA, do PS, mantém a heterogeneidade da membrana plasmatica,
necessaria a criopreservagdo. Sendo assim, a centrifugacdo do sémen pode ser uma
alternativa para reduzir ou eliminar fragdes protéicas indesejaveis; contudo, proteinas
BSP Al1/A2, principais proteinas ligadoras de heparina na espécie bovina, tém sido
relacionadas com maior prote¢do a membrana espermdtica durante a congelagdo
(MATTOS et al., 2004).

Estudos avaliando as caracteristicas do PS e sua relagdo com a fertilidade sao
limitados. A presenga, auséncia ou uma critica concentragdo de proteinas no PS pode
potencialmente ser responsavel pelos efeitos do PS sobre a fertilidade do sémen
(HENAULT; KILLIAN, 1996). Esses autores, investigando os efeitos do PS homdlogo
e heterdlogo, sobre a habilidade fertilizante de espermatozodides de touro, observaram
que espermatozoides de ejaculados de touros de baixa fertilidade foram discretamente
melhorados pela adi¢ao de PS de touros de alta fertilidade, evidenciado através do teste
de penetracdo de odcitos, livres de zona pelucida (ZP). Entretanto, a penetracdo de
espermatozoides de alta fertilidade foi deprimida quando os espermatozoides foram
expostos ao PS de touros de baixa fertilidade.

Para a criopreservagao do sémen, a variacdo individual na composi¢do do PS, entre
diferentes garanhdes, tem um papel significativo sobre a motilidade pos-descongelacao
(AURICH et al., 1996). Esses autores observaram que a adicdo de PS de garanhdes
rotulados como tendo sémen de boa motilidade, pos-descongelagdo, ao sémen de
garanhdes com baixa motilidade, incrementou a motilidade espermatica, das amostras
desses animais.

Efeito da adigdo de PS ao sémen descongelado de carneiro, na tentativa de
melhorar os resultados da inseminacdo intracervical, foi investigado com sucesso por
Gil et al. (2002). Porém, o s€émen de carneiro contém relativamente pouco PS, tornando
seu uso impraticavel como aditivo, quando um grande numero de ovelhas precisa ser

inseminado (MATAVEIA et al., 2010).
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Da mesma forma, o fluido prostatico de caes, adicionados ao sémen pos-
descongelagdo incrementa sua fertilidade, apos inseminagido vaginal (NOTHLING et
al., 2005). Gerber et al. (2003) relataram que a adi¢do de PS bovino ao sémen de bufalo
africano, pos-descongelacdo, incrementou sua habilidade de fertilizar odcitos bovinos in
vitro, confirmando que o PS heter6logo pode ter um efeito sobre a fertilidade do

espermatozoide.

2.2. Centrifugacio do sémen e remocio do plasma seminal

Uma alternativa para reduzir o PS do ejaculado ¢ a centrifugacdo do sémen. Em
equinos, a remocgao do PS ¢ uma técnica utilizada rotineiramente na criopreservacdo de
sémen, sendo essencial e necessaria para o sucesso da congelacdo. A intensidade e
tempo de centrifugagdo, adequada a uma maior recuperagdo de células espermaticas,
com minimos danos estruturais e funcionais aos espermatozdides, ¢ um fator
fundamental para a obteng@o de bons indices de congelabilidade do sémen (HEITLAND
et al., 1996).

Segundo Sharma e Mahajan (1961), a adigao de PS ao s€men reduz o pH e aumenta
o numero de espermatozoides moveis. Contudo, em vista da grande variagdo observada
na composicdo do PS, devido as mudangas na constitui¢do quimica das secrecdes das
glandulas sexuais anexas, os resultados tém sido, algumas vezes, inconsistentes
(SAHNI, 1990), a ponto de Rodger (1975) declarar que o PS € um fluido desnecessario.

Nishikawa e Waide (1949) e Mcleod e MacGee (1950) foram os primeiros
pesquisadores a fazerem uso da centrifugacdo para concentrar os espermatozoides, com
relatos de efeitos benéficos e deletérios sobre a motilidade espermatica,
respectivamente.

Melhores resultados de motilidade espermatica, apos a descongelacao foram obtidos
com sémen de equinos centrifugados, em comparagdo com amostras nao centrifugadas
(BUEL, 1963; POLGE; MINOTAKIS, 1964). Rajamannan et al. (1968) demonstraram
uma influéncia negativa do PS de equino, sobre a motilidade espermatica, preconizando
o uso da centrifuga¢do para evitar efeito deletério do mesmo.

Entretanto, quase nenhum efeito sobre a motilidade espermatica foi relatado por
Pickett et al. (1975), ap6s centrifugacdo de s€émen equino e bovino a 956 x g, com
retirada de 80% do PS. Mencionaram, ainda, que a centrifuga¢do acima de 1.000 x g

diminui a capacidade fecundante do s€émen e que esta pode ser prejudicial a motilidade,
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a ndo ser que baixa forga centrifuga (370 a 829 g) seja empregada. Todavia, Len et al.
(2008) postularam que a centrifugacao ideal pode estar entre 900 e 4.500 g, a qual
garantiria maior taxa de recuperacdo e menor dano ao espermatozdide, sem afetar a
fertilidade.

A centrifugacdo do sémen também foi utilizada por Martin et al. (1979) no
procedimento para comparar os resultados de tempo médio de sobrevivéncia de
espermatozoides acondicionados e congelados em macrotubo e “pellet”.

Papa et al. (1981), utilizaram forcas de centrifuga¢do de 1.000 e 2.000 g, por
diferentes tempos, no processamento de sémen de garanhdes, com a finalidade de
verificar a influéncia sobre a motilidade. Relataram, como melhor resultado, 2000 g, por
cinco minutos, bem como efeito benéfico sobre a motilidade. Demonstraram, ainda, que
a centrifugacdo ¢ um método adequado para o nivelamento da variacdo de qualidade e
volume de ejaculados equinos. As forgas e tempos de centrifugacdo nio apresentam
efeito negativo sobre a motilidade e sobrevivéncia dos espermatozodides, avaliados
através de coloracdo supravital. Observaram, também, um efeito positivo da
centrifugacdo sobre a qualidade espermatica, sendo que esta ndo depreciou a qualidade
do sémen, durante os testes de termo resisténciaa 5 °C e 37 °C.

Segundo esses autores, os ¢jaculados de equinos apresentam marcadas oscilagdes
tanto no volume quanto na concentrac¢do e a centrifugacdo auxilia na padronizagdo dos
mesmos, sendo necessaria e essencial para o sucesso da congelagao.

Vidament et al. (2000) e Crocket et al. (2001) relataram uma maior motilidade pos-
descongelagdo e fertilidade quando o sémen de garanhdes foi centrifugado a 22 e 25 °C,
e resfriado a 5 °C, em comparag¢@o com o sémen centrifugado a 5 °C.

Segundo Rigby et al. (2001) a fertilidade do s€émen centrifugado, com remogdo do
PS, e diluido em meio glicose-leite desnatado (GLD) suplementado com meio Tyrode
modificado, foi similar a fertilidade do sémen diluido em GLD, contendo 20% de PS.
Tem sido preconizado que a presenga de pequena quantidade de PS ¢é necessaria para
melhorar a motilidade espermatica pods-centrifugacdo e estocagem, sob refrigeragdo
(PICKETT et al., 1975).

Altas dilui¢des do sémen equino reduzem os efeitos deletérios do PS no sémen
refrigerado (JASKO, 1991). A centrifugacdo e a remog¢ao de todo o PS, resultou em
insignificante reducdo da motilidade do sémen, quando meios diluentes ndo complexos
foram utilizados (JASKO, 1992), sugerindo que uma baixa concentra¢ao de PS ou um

substituto do mesmo € essencial para 0 movimento espermatico.
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Da mesma forma, a variabilidade individual na composi¢do do PS influenciou a
motilidade dos espermatozoides, apds o transporte sobre refrigeragdo (DAWSON et al.,
2000).

Entretanto, o diluente suplementado com meio Tyrode pode ser superior para a
manutengdo das caracteristicas de movimento de sémen refrigerado, apos a
centrifugacao, em comparacgio com a adi¢ao de 20% de PS ao meio GLD (RIGBY et al.
2001). Todavia, o sémen diluido em meio Tyrode, modificado na presenca de PS, tem
motilidade reduzida, sugerindo uma aparente interacdo entre PS e a composi¢do do
meio diluente, de acordo com esses autores.

Assim, a sobrevivéncia das células espermaticas pode ser aumentada,
particularmente, em garanhdes identificados como tendo sémen de baixa
congelabilidade, através da remog¢do do PS, mediante centrifugacdo antes da re-
suspensdo dos espermatozoides no meio diluente (AURICH, 2008). Segundo
Johannisson et al., (2009), a centrifugagdo do s€émen de garanhdes, através de uma tnica
camada de coloide, mostrou ser uma técnica Wtil para selecionar os melhores
espermatozoides de um ejaculado e, desta forma, manter a qualidade espermatica,
durante a estocagem a 5 °C, por 48 horas.

A centrifugacdo do sémen se torna essencial quando o meio diluente utilizado
contém gema de ovo (BEDFORD et al., 1995; CORTELL, 1980); esses autores
relataram efeitos depressivos sobre a motilidade, respectivamente em equinos ¢
caprinos. Em carneiros, a remocdo do plasma seminal também foi benéfica para a
motilidade, linearidade e capacitagdo (GIL et al., 2000) e congelabilidade (OBA et al.,
2004), bem como em caninos (ROTA et al., 1997).

Poucos s@o os relatos em relagdo a centrifugagdo do sémen bovino antes da
congelacdo. Rota et al. (1995) descreveram os efeitos prejudiciais do PS sobre a
membrana plasmatica dos espermatozoéides. Lopez e Encalada (1997) observaram que a
remogdo parcial do plasma seminal de amostras de touros com baixa concentragdo
espermatica (500 x 10°) incrementou em mais de 40% a viabilidade de se congelar tais
amostras com €xito.

Da mesma forma, Tanajura Neto et al. (2008), observaram que os parametros
espermaticos, avaliados através de analise computadorizada, foram superiores para
amostras de sémen bovino centrifugado antes da congelacdo, em comparacdo com o

grupo nao centrifugado.
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Em alguns protocolos de criopreservagdo de sémen de cdes (OLIVEIRA, 2006;
MARTINS Jr. et al, 2008), a centrifugacdo tem sido utilizada como forma de
concentrar a amostra ou eliminar a primeira ¢ a terceira fracdes do sémen de caes,
respectivamente; no entanto, ela pode remover fatores inibidores da capacitacdo e
prostaglandinas presentes no plasma seminal (OLIVEIRA, 2006).

Rijsselaere et al. (2002) demonstraram um efeito benéfico do sémen canino
centrifugado a 720 g, por 5 minutos, durante o armazenamento de sémen refrigerado.
Schéfer-Somi et al. (2006) observaram que, o efeito benéfico da centrifugagdo do s€émen
canino, no caso incrementando a motilidade progressiva dos espermatozoides,
dependeu do meio diluente utilizado.

Cunha e Lopes, (2009), avaliaram o efeito da centrifugacdo sobre a viabilidade do
sémen canino, observando que a mesma ndo causou danos aos espermatozoides,
contudo, o meio de centrifugagdo influenciou na viabilidade espermatica.

A intera¢do entre o PS e o meio diluente pode ser fundamental para se obter
amostras com maior viabilidade ap6s a congelacdo, refletindo positivamente nos
resultados de testes in vitro e in vivo.

Baseados nesses estudos, a centrifugacdo de sémen tem-se tornado pratica comum
nos procedimentos de congelagdo, sendo empregada em diferentes protocolos e em
diferentes espécies, sendo que a centrifugagdo e a elimina¢ao do plasma seminal podem
incrementar a viabilidade espermatica pos-descongelagdo, refletindo beneficamente nos

resultados de IATF e/ou de PIV.

2.3. Sémen heterospérmico

A Dbaixa eficiéncia reprodutiva em bovinos € um dos principais problemas
vivenciados pelos criadores. Uma vez que a fertilidade € obtida a partir de resultados de
acasalamentos, uma parte da baixa eficiéncia reprodutiva em bovinos pode ser
proveniente do touro (AZMAL et al.,, 2004). Assim, tentativas para maximizar a
fertilidade do sémen a ser utilizado na IA tém sido realizadas de diversas maneiras, num
continuo esfor¢o para melhorar as taxas de concepgao.

De modo usual, a fémea ¢ inseminada com o sémen de um Unico macho,
caracterizando uma insemina¢ao homospérmica. A utilizagdo de sémen homospérmico

exige milhares de inseminagdes para se comparar com precisdo a fertilidade entre dois
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machos. Por outro lado, o s€émen heterospérmico pode ser oriundo de multiplas montas
ou do uso da IA com o s€émen de varios machos (AZMAL et al., 2004).

Assim, a mistura de s€émen de diferentes machos tem sido rotulada como muito
vantajosa em diferentes espécies (STEWART et al., 1974). Quando igual numero de
espermatozoides de dois individuos € misturado, antes da inseminacdo, diferengas no
potencial de fertilizagdo do espermatozéide sdo frequentemente observadas (BERGER,
1995). A oportunidade para reduzir os efeitos da variabilidade da fémea € a principal
vantagem do uso da insemina¢do com SH (BERGER; DALLY, 2001).

A inseminagdo heterospérmica ¢ uma poderosa ferramenta para avaliar a fertilidade
do macho (DZIUK, 1995), desta forma, machos que diferem pouco na fertilidade,
quando inseminagdo homospérmica ¢ utilizada, podem ser submetidos a inseminagao
com SH pode ser para sobressaltar essas diferencas (FLINT et al., 2003). Avaliacdo do
potencial fertilizante do sémen, através da inseminagdo com SH, ¢ independente de
diferencas na libido, desempenho durante a monta e do numero de espermatozoéides no
ejaculado (BERGER, 1995).

Segundo Sacke (1983), se os espermatozoides de dois ejaculados, em uma
inseminagdo heterospérmica sdo de igual habilidade fertilizante, cada macho sera
responsavel por aproximadamente 50% dos descendentes. Beatty et al. (1976)
demonstraram que a fertilidade individual do SH de touros foi afetada pelo processo de
congelagdo, mais nio pelo periodo de estocagem.

O uso de SH proporciona uma técnica para avaliar a fertilidade do macho de uma
forma exata e rapida, utilizando menos do que 40 fémeas (FLINT et al., 2003). A
inseminagdao com SH tem sido relatada ser muitas vezes mais eficiente na avaliagdo da
fertilidade de touros, quando comparada com inseminagao homospérmica (BEATTY et
al., 1969).

Kushner (1954) relatou distintos méritos que podem ser obtidos a partir do uso
SH, tais como: o aumento das taxas de concepcdo, melhor peso ao nascimento e rapido
crescimento; contudo, Beatty (1956) e Frappell (1956) ndo conseguiram demonstrar as
mesmas vantagens. Porém, Beatty (1969), mencionou que a utilizagdo do SH pode
aumentar a fertilidade, em comparagdo com o método convencional, ou seja, sémen
homospérmico.

Nenhum aumento significativo na taxa de prenhes foi obtido quando inseminagdes

com mistura de sémen de dois touros foram comparadas com inseminac¢do
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homospérmica, porém, inseminagdes heterospérmicas resultaram no desvio do niimero
de descendentes esperados (NELSON et al., 1975).

Stewart et al. (1974) observaram diferencas no nimero de descendentes, quando
espermatozoides de quatro touros foram misturados em igual numero, sendo que um
unico touro produziu 50% da progénie. A combinacdo de ejaculados de diferentes
reprodutores, em uma unica dose, pode ser utilizada para melhorar a fertilidade de
amostras de sémen, potencializando os ganhos com fertilidade (NELSON et al., 1975).

Albrecht et al. (2005) testando duas diferentes concentracdes de espermatozoides
(12 x 10°e 28 x 10° por palheta), em inseminagdes heterospérmicas (dois touros), em
programa de IATF, observaram diferenga significativa nas taxas de prenhes (61 vs.
69%, respectivamente).

Satake et al. (2006) relataram que, quando o sémen de dois ou mais cachagos
foram misturados, seguido de A, os produtos nascidos formam direcionados a favor de
um unico macho, sem nenhuma explicag¢do satisfatéria para esse fato; entretanto, para
alcangar o 00cito, os espermatozoides precisam entrar no oviduto, onde estardo expostos
a fatores que modulam sua atividade.

Collins et al. (2008), investigando a habilidade do espermatozdide suino se ligar a
zona pelucida (ZP), observou que a inseminag¢do heterospérmica foi efetiva em
classificar a fertilidade do cachaco. Entretanto, a habilidade do espermatozodide se ligar
a ZP nao foi correlacionada significativamente com o numero de leitdes por leitegada.

Os testes de avaliacdo in vitro de espermatozoides, utilizados atualmente na
induastria da IA, ndo sdo altamente correlacionadas com a fertilidade do macho, e, testar
a fertilidade através da IA tradicional, ¢ um procedimento de custo elevado e que
consome muito tempo. A utilizagdo de SH, com a associacdo da genotipagem de
embrides ¢ mais rapida ¢ um método preciso para avaliar a capacidade fertilizante
relativa de espermatozoides, dentro de um grupo de touros (FLINT et al., 2003).

O aumento na fertilidade tem sido relatado em bovinos quando inseminagdes com
sémen heterospérmico foram comparadas com sémen homospérmico (AZMAL et al.,
2004).

Experimentos com a utilizagdo de plasma heterdlogo sdo escassos, motivo pelo
qual quase nada tem sido relatado. Contudo, a habilidade do PS influenciar a fertilidade
de sémen bovino foi testada por Henault e Killian (1996), através da penetragdo de

espermatozoides na ZP de odcitos bovinos. A penetragdo de espermatozoides de touros
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de baixa fertilidade, com PS de touros de alta fertilidade, foi maior em relacdo aos
ejaculados de touros de alta fertilidade com PS de baixa fertilidade.

A adi¢@o de PS de garanhdes com sémen de alta motilidade, pds-descongelacdo, ao
sémen de garanhdes portadores de baixa motilidade espermatica foi benéfica,
melhorando a motilidade deste grupo de animais (AURICH et al., 1996).

O sémen heterospérmico pode ser um grande trunfo para os pecuaristas que visam
o melhoramento genético do rebanho. Em rebanhos comerciais de corte e leite os
acasalamentos sdo baseados nas caracteristicas de produ¢ao e o melhoramento genético
se faz com populagdes e ndo com individuos.

A utilizagdo de SH pode ser aplicada de varias formas e em diferentes areas de
investigacdo reprodutiva, bem como para determinar a fertilidade de machos, cujo

sémen tenha sido processado através de diversas técnicas.

2.4. Avaliacio espermatica

Os primeiros relatos cientificos da manipulagdo seminal foram publicados por
Leewenhoek, na Inglaterra, em 1678, quando visualizaram, pela primeira vez, as células
espermaticas ao microscopio, classificando-os como animais microscopicos ou, como
citado, animalculos (FOOTE, et al., 2002). Desde entdo, desenvolveram-se os métodos
de avaliagdo do sémen. Anderson (1942) descreveu como o melhor ¢ o mais utilizado,
desde aquela época, a analise microscopica da propor¢do de espermatozoides com
movimentos progressivos normais, pardmetro utilizado até hoje.

Por diversas décadas, pesquisadores tém dedicado esfor¢os ao desenvolvimento de
técnicas laboratoriais que possam acuradamente predizer o potencial de fertilidade de
um macho; atualmente, encontrar um método mais eficiente para estimar a fertilidade ¢é
um objetivo a ser alcangcado (STRADAIOLI et al., 2009). Entretanto, este problema tem
sido desafiador, uma vez que a maioria dos testes somente avaliam um Unico atributo
espermatico, o qual improvavelmente prediz com acuracia a fertilidade, pois o
espermatozoide tipicamente necessita de diversos requerimentos para completar a
fertilizagdo com sucesso.

A avaliacdo do potencial de fertilidade do sémen ¢ muito importante antes de sua
utilizacdo em programas de IA ou PIV, como forma de obter bons resultados

(GARCIA-ALVAREZ, et al., 2009). Muitas pesquisas tém sido direcionadas ao estudo

CALEGARI, R.S. “Influéncia do sémen homospérmico, heterospérmico e do plasma seminal
heterélogo sobre os parimetros espermaticos e produciio de embrides bovinos in vitro”



16

da relacdo entre os pardmetros espermaticos e a fertilidade in vivo, com resultados
controversos (RODRIGUEZ-MARTINEZ; BARTH, 2007).

Diversos métodos para a analise do sémen in vitro avaliam caracteristicas gerais do
espermatozoide (motilidade, integridade de membrana plasmatica, integridade de
organelas, integridade do DNA, entre outras), todas consideradas essenciais para a
fertilidade (MARTTNEZ-PASTOR, et al., 2008). Contudo, a relagdo entre a qualidade
espermatica, avaliando-se todas as diferentes caracteristicas espermaticas e a fertilidade,
varia consideravelmente entre os pesquisadores (O’MEARA et al., 2008), sendo
necessario encontrar métodos mais acurados para avaliar a fertilidade de amostras
seminais.

A classificacdo do espermatozdide como célula vidvel tem sido frequentemente
relacionada com sua motilidade (LIU; FOOTE, 1998). A motilidade ¢ um dos
parametros mais importantes utilizados na avaliagao da qualidade do sémen. Além
disso, a avaliacdo da motilidade espermatica fornece informag¢des importantes sobre a
reserva energética dos espermatozdides de mamiferos (MUINO et al., 2008). Contudo,
segundo Stradaioli et al. (2009), o exame morfologico e de motilidade espermatica sdo
insuficientes para predizer o sucesso reprodutivo do macho. Desta forma, o exame de
multiplos atributos é necessario como o objetivo final de predigdo da fertilidade.

A estimativa visual da motilidade espermatica ¢ o método mais simples, rapido e
barato, porém, ¢ subjetiva (ANZAR et al., 1991), sendo um dos parametros mais
utilizados para determinar a qualidade do sémen bovino, embora tenha sido reportada
como sendo forte ou pobremente correlacionada com a fertilidade (JANUSKAUSKAS
et al., 2000). Variacdes de 30 a 60%, quando um mesmo ejaculado ¢ avaliado por
diferentes técnicos, foram descritas por Coetzee et al. (1999) e Verstegen et al. (2002).

Saliente-se que, a motilidade espermatica ¢ reduzida e a membrana plasmatica
danificada durante o processo de criopreservagdo (WATERHOUSE et al., 2010).
Posteriormente, foram desenvolvidas novas técnicas de avaliacdo espermatica em
microscopios de campo de luz e de contraste de fase, citometria de fluxo e analise
computadorizada do movimento espermatico (“computer- assited sperm analysis”;
CASA), os quais contribuiram muito para o avanco da analise das amostras seminais
(FOOTE, 1998).

Viana (2004) relatou que os resultados de motilidade obtidas através, da analise
subjetiva, ¢ em média 6% menor do que aqueles obtidos, através da analise

computadorizada do movimento espermatico.
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A utilizacdo de fluorocromos tem proporcionado a avaliagdo da funcao
mitocondrial e da integridade da membrana plasmatica (MARTINEZ, 2000). As sondas
fluorescentes sdo muito utilizadas, pois possuem a capacidade de se difundir pelas
células integras ou lesionadas, atuando através de reagcdes com enzimas citoplasmaticas
ou de ligagdo com o DNA espermatico (ARRUDA et al., 2003).

O desenvolvimento de técnicas que permitam predizer com acurdcia o potencial
fertilizante do sémen ¢ essencial e tem sido alvo de inumeras investiga¢des, pois varios
fatores inerentes aos espermatozdides sdo necessarios para sua funcionalidade normal
(GRAHAN et al., 1990; ARRUDA, 2000). Assim, somente a associacdo de varios
pardmetros pode conferir maior confiabilidade nos resultados da avaliagao da fertilidade
de uma amostra seminal (Den DASS, 1997), ndo existindo um teste que, isoladamente,
permita estimar o potencial fecundante do sémen (BO et al., 2005).

Entretanto, admite-se que somente 50 a 60% da variagdo na fertilidade entre
machos, observada através da andlise das caracteristicas seminais, pode predizer a
fertilidade do sémen (SAACKE, 2008) e, sendo assim, a natureza da sub-fertilidade do
macho ¢ tdo complexa quanto aquela da fémea.

Existe uma grande variagao na correlacdo entre testes laboratoriais e fertilidade, em
nivel de campo (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003). Desta forma, predizer a fertilidade
¢ mais incerto do que estimar a fertilidade (FOOTE, 2003). Furstoss et al. (2010)
relataram que, muitos pesquisadores objetivando identificar as variaveis que eram
significativamente relacionadas com fertilidade, em nivel de campo, nunca testaram
modelos matematicos para as mesmas, com a finalidade de verificar sua validade. A
principal razdo para isto ¢ que a avaliacdo da fertilidade in vivo € onerosa e demanda

muito tempo.

2.4.1. Anilise computadorizada da cinética espermatica (CASA)

Nas avaliacdes de qualidade seminal, a motilidade ¢ a caracteristica de viabilidade
mais investigada e uma das mais importantes associadas ao potencial de fertilizacao,
reportando-se uma clara associa¢do entre a auséncia do movimento e os quadros de
infertilidade (OLDSCLARKE, 1996).

A andlise da trajetoria do sémen, baseada na avaliagdo individual do

espermatozoide, fornece um calculo médio acurado de diferentes parametros
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espermaticos (VERSTEGEN et al., 2002). Este método foi primeiramente desenvolvido
usando fotomicrografias com multiplos tempos de exposi¢ao, com a finalidade de seguir
o movimento do espermatozoide (DAVID et al., 1981). A técnica CASA foi proposta
pela primeira vez por Dott e Foster (1979), sendo agora utilizada em diversos centros de
andrologia humana e veterinaria.

A principal vantagem da andlise computadorizada, em relagdo a avaliacdo
convencional do movimento espermatico, em microscopia de luz, esta relacionada com
a maior repetibilidade e objetividade, fornecendo informagdes de parametros cinéticos
de uma amostra de sémen, com base na avaliacdo individual das células
(JANUSKAUSAKA; ZILINSKAS, 2002), avaliando-se as variaveis detalhadamente, o
que ndo ¢ possivel através da analise convencional subjetiva (MOSES et al., 1995).

A técnica da CASA utiliza um software que analisa e salva as informacdes
relativas a varias caracteristicas do movimento espermatico (CONTRI et al., 2010), tais
como: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade
curvelinear (VCL, pm/s), velocidade em linha reta (VSL, pm/s), velocidade de trajeto
(VAP, um/s), amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH, um), frequéncia de
batimento cruzado (BCF, Hz), linearidade (LIN, %), progressividade (STR, %) e
rapidez (RAP, %). A avalia¢do das caracteristicas seminais através da técnica CASA
melhora a objetividade e precisao da andlise (KRAUSE, 1995). Entretanto, existem
poucos relatos sobre a metodologia em animais domésticos, especialmente na espécie
bovina (CONTI et al., 2010).

Um grande nimero de dados suporta a hipdtese de que ejaculados de mamiferos
constituem uma populagdo heterogénea de espermatozoéides, dentro da qual diferentes
subpopulagdes coexistem (ABAIGAR et al., 1999). Tal heterogeneidade torna possivel
ao trato genital feminino exercer multiplos processos seletivos, os quais reduzem a
populagdo de milhdes para poucos espermatozoides competentes (HOLT; Van LOOK,
2004). Essas diferentes subpopulagdes t€ém sido estudadas principalmente no sémen de
equino (QUINTERO-MORENO et al., 2003), suino (ABAIGAR et al., 1999) e canino
(NUNEZ-MARTINEZ et al., 2006), nos quais é possivel identificar e quantificar
subpopulagdes de espermatozoides com especificos padrdes de movimento.

Utilizando a técnica de analise computadorizada do sémen, Hoflack et al., (2007)
demonstraram que a motilidade espermatica diferiu entre touros das racas Azul Belga e
Holandés, observando uma maior proporc¢ao de espermatozoides vivos em ejaculados de

touros da raga Holandés, com uma mais alta porcentagem de espermatozoides exibindo
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motilidade total e progressiva. Relataram, ainda, uma baixa eficiéncia de movimento
espermatico em touros da raca Azul Belga, evidenciada por um reduzido valor de BCF
combinado com um elevado valor de ALH. Finalmente, declararam que estas diferencgas
parecem estar relacionadas com a morfologia espermatica, sugerindo, também, que um
componente genético poderia ser responsavel pelas diferencas no movimento
espermatico entre as duas ragas.

Muifio et al. (2008) relataram a existéncia de quatro subpopulagcdes no sémen
fresco e congelado, para os oito pardmetros cinéticos estudados, em bovinos da raca
Holandés. Afirmaram, ainda, que o processo de criopreservacdo significativamente
modificou a distribuigdo dos espermatozoides dentro das subpopulacdes, sendo que
estas alteragdes foram consistentes entre touros e ejaculados.

Milligan et al. (1980) observaram que espermatozoides de homens férteis e
inférteis poderiam ser distinguidos com base nas medidas de velocidade espermatica.
Em alguns estudos, medidas de velocidade do espermatozoide tém sido correlacionadas
com penetragdo em odcitos desprovidos de ZP, tanto em humanos quanto em hamster
(FETTERHOLF; ROGERS, 1990).

Em touros, a grande fonte de varia¢do torna comparagdes dificeis (VERSTEGEN
et al.,, 2002), pois diferem grandemente em todas as variaveis relacionadas com a
motilidade e velocidade. Entretanto, ainda que exista uma ampla variagdo inter-animais,
porcentagens combinadas da motilidade e velocidade tém sido altamente
correlacionadas com a fertilidade (0,87), quando esta foi definida aos 59 dias do ndo
retorno ao cio (FARRELL et al., 1998). Esses autores relataram, ainda, que, quando
diversas variaveis foram coletivamente correlacionadas com fertilidade, altos valores de
R? foram obtidos, sugerindo que a fertilidade potencial do touro pode ser estimada a
partir da qualidade do movimento espermatico.

Os valores de VAP, VCL e VSL foram significativamente maiores em amostras
que produziram mais que 50% de odcitos fertilizados do que naquelas com menos de
50% de fertilizagdo (VERSTEGEN et al., 2002). Uma correlagdo positiva entre o
numero total de espermatozoides moveis inseminados, VCL e fecundagio foi observada
por Byrd et al. (1990), sendo que o VCL sozinho, também, pode predizer a fertilidade
(MARSHDURN et al., 1992). Da mesma forma, Verstegen et al. (2002) observaram que
os valores do VCL, VSL e do nimero total de espermatozoides foram positivamente

correlacionados com a taxa de concepgao.
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O ALH ¢ uma importante caracteristica do espermatozoide, uma vez que afeta os
resultados de FIV (JEULIN et al., 1996) e a habilidade de espermatozdides humanos
penetrarem no muco cervical e fusionar com o odcito (AITKEN; FISCHER, 1994).
Este parametro ¢ de importancia, pois indica o vigor do batimento flagelar, juntamente
com a frequéncia de rotagdo da célula (DAVID et al., 1981), os quais sio
provavelmente importantes para a progressdo do espermatozéide dentro do muco
cervical e envelope peri odcito.

Jeulin et al. (1996) demonstraram que, o ALH de espermatozoides selecionados,
através da técnica de “swim-up”, estava correlacionado positivamente com as taxas de
fertilizagdo, resultado confirmado por Sukcharoen et al. (1995). Chan et al. (1990)
relataram que o VCL de espermatozodides separados, por “swim-up”, foi o mais
significativo fator relacionado com a FIV.

Segundo Donnelly et al. (2000), o BCF nao teve nenhum efeito sobre a FIV ou
taxa de prenhes, embora Suarez et al. (1991) tenham observado correlacdo positiva para
essas caracteristicas. Da mesma forma, a progressividade e linearidade também foram
correlacionadas positivamente, em trabalho desenvolvido por Sukcharoen et al. (1995).

De acordo com Verstegen et al. (2002), a importancia do VCL e VAP, na predigdo
da fertilizagdo, pode mostrar a importancia da capacitagdo no processo de fecundacio,
pois estas caracteristicas sdo incrementadas apos esse processo. Uma vez que a
capacitagdo ¢ seguida pelo desenvolvimento da hiperativagdo, a identificagdo de
espermatozoides hiperativados, também, é importante.

Entretanto, ainda ndo estdo bem definidas quais caracteristicas da cinética
espermatica, obtidas através da técnica CASA, sdo capazes de estimar a fertilidade
(FERREIRA et al., 1997). Assim, mesmo com tal equipamento, a analise do movimento
espermatico apresenta inconsistente correlagdo com os indices de concepgao, quando
utilizada isoladamente, visto que a motilidade espermatica é apenas um dos pré-
requisitos basicos indispensaveis para que o espermatozoide se torne apto a fertilizagao
(MAZIERO et al., 2008).

Segundo Tardif et al. (1997) os pardmetros de velocidade podem ser mais uteis do
que a porcentagem de espermatozoides moveis na predi¢ao da fertilidade do s€men de
touro. Porém, a linearidade do movimento espermatico tem sido relacionada
significativamente com a fertilidade em nivel de campo (FARREL et al., 1998).

Como rotina, a técnica CASA tem sido empregada em varios estudos, entre eles,

aqueles relacionados com diferentes meios de congelacao de sémen (MOUSSA et al.,
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2001; AIRES et al., 2003; AMIRAT et al., 2004), assim como, de crioprotetores
(AWAD, 2011).

2.4.2. Anadlise da integridade da membrana plasmatica (IMP)

A membrana plasmatica envolve inteiramente a célula espermatica, sustentando
suas organelas e os componentes intracelulares, mantendo o gradiente quimico de ions e
outros componentes soluveis, devido a sua caracteristica semipermeavel (SILVA;
GADELLA, 20006).

Todas as etapas dos procedimentos utilizados para a criopreservagdo do sémen
causam danos @ membrana plasmatica, nucleo e organelas do espermatozdide (SILVA;
GADELLA, 2006), observando-se queda significativa da viabilidade espermatica
(HAMMERSTED et al., 1990).

A integridade da membrana plasmatica exerce um papel importante na
sobrevivéncia do espermatozodide no trato genital feminino, bem como na manutengdo
de sua capacidade fertilizante (PARKS; GRAHAM, 1992), além de ser essencial ao
metabolismo, ligagdo ao odcito e reagdo acrossdmica, sendo util para a predi¢do da
habilidade fertilizante do espermatozoide (BRITO et al., 2003).

A estabilidade e integridade da membrana, assim como sua caracteristica
semipermeavel, sdo pré-requisitos para a viabilidade do espermatozoide. Além disso, se
a plasmalema esta intacta, mas funcionalmente instavel, o espermatozoide ndo ¢ capaz
de interagir com seu ambiente e, desta forma, é incapaz de fertilizar (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2007).

Os danos causados nas membranas espermaticas promovem a perda de componentes
celulares, diminuindo a viabilidade e motilidade pds-descongelagdo (SEVERO, 2009).
As modificagdes observadas nas membranas sdo semelhantes aquelas que ocorrem nas
células capacitadas, sendo relatado que a congelagdo do sémen promove a sua
capacitacao (BAILEY et al., 2000).

A fertilidade reduzida tem sido atribuida ao processo de congelacdo do sémen, o
qual produz danos ultraestruturais, bioquimicos e funcionais nas membranas
espermaticas (WATSON, 1995). A importancia de se avaliar a integridade estrutural da
célula espermatica deve-se ao fato de a IMP ser importante para que ocorram 0s eventos

fisiologicos relacionados ao processo de fertilizacdo, os quais incluem a capacitacdo

CALEGARI, R.S. “Influéncia do sémen homospérmico, heterospérmico e do plasma seminal
heterélogo sobre os parimetros espermaticos e produciio de embrides bovinos in vitro”



22

espermatica, a ligacdo a ZP, a reacdo acrossomal e a fusdo dos gametas (PAPA et al.,
2000).

A IMP tem sido um dos mais estudados parametros espermaticos, pois atua
interagindo com as células do oviduto e odbcito, tanto morfologica quanto
fisiologicamente (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997). Alguns testes tém sido
desenvolvidos para avaliar a IMP, entre eles, os testes da coloragdo supravital e o
hiposmético. O primeiro fornece informagdes sobre a integridade da membrana da
cabeca do espermatozdide, enquanto que o outro avalia a integridade da cauda do
espermatozoide (TARTAGLIONE; RITTA, 2004). A IMP tem sido correlacionada com
a fertilidade (GIL et al., 2000; JANUSKAUSKAS et al., 2000).

Mais recentemente, sondas fluorescentes tém sido utilizadas para verificar a
integridade estrutural das membranas espermaticas, assim como, a conjugacao destas,
para avaliar os varios compartimentos celulares ao mesmo tempo (CELEGHINI et al.,
2007). Tem sido uma das técnicas mais utilizadas no processo de avaliagdo das injurias
sofridas pela célula durante o processo de criopreservagao (DELL’AQUA, 2002).

Associagdes de sondas fluorescentes permitem avaliar mais do que um
compartimento da célula espermatica (CELEGHINI, 2005) e destacam-se como as mais
utilizadas na determinagdo da integridade das membranas dos espermatozoides, gerando
dados quantitativos sobre a permeabilidade relativa das mesmas e especificidade na
diferenciagdo entre células funcionais e afuncionais (MARTINEZ-RODRIGUEZ,
2003).

Atualmente, a IMP do espermatozoide tem sido avaliada através do emprego das
sondas fluorescentes de iodeto de propideo e SYBR-14, proporcionando uma
informacdo simultdnea da propor¢do de células espermaticas vivas e mortas
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007). A manutengio da IMP parece estar mais
intimamente relacionada com a fertilidade do sémen do que com a motilidade, mas
somente quando um grande niimero de espermatozodides é contado (PENA et al., 2006).

Na pratica, tém sido empregadas, principalmente, em estudos relacionados com
diferentes meios de congelagdo de s€men de touro (MOUSSA et al., 2001; AIRES et al.,
2003; AMIRAT et al., 2004), ou em experimentos diversos (OLIVEIRA et al., 2010).
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2.5. Avaliacio do padrao eletroforético de proteinas do PS.

A avaliacdo de parametros bioquimicos do s€men ¢ importante para estimar sua
capacidade de preservagdo e poder fertilizante (SINGH et al., 1989). Parte da variagao
na fertilidade, observada entre touros, ¢ devido aos fatores ndo aparentes em avaliagdes
laboratoriais de rotina (KILLIAN, 1992). A possibilidade de se identificar amostras de
sémen de baixa fertilidade, antes da IA, ¢ vital para maximizar a eficiéncia reprodutiva
(BRAUNDMEIER et al., 2002).

Durante a ejaculagdo, quando os espermatozdides sdo misturados com as secregdes
das glandulas sexuais anexas, sua motilidade é estimulada e algumas proteinas e
lipideos do PS aderem a membrana plasmatica, podendo afetar a fertilidade do s€émen
(KILLIAN, 1992).

A eletroforese ¢ uma técnica baseada na separagdo de particulas, que ocorre
quando as mesmas sdo dissolvidas ou suspensas em um eletrélito, através do qual uma
corrente elétrica é aplicada. E também utilizada na identificagdo de substancias, no
estudo de homogeneidade de sistemas bioldgicos e na determinagdo de pontos
isoelétricos.

Esta técnica consiste na migra¢do de moléculas ionizadas, em solugdo, de acordo
com suas cargas elétricas e pesos moleculares, em um campo elétrico. Moléculas com
carga negativa migram para o polo positivo (dnodo) e moléculas com carga positiva
migram para o polo negativo (catodo). Nas décadas de 1950 a 1960, a técnica de
eletroforese comegou a ser utilizada para mapear e identificar componentes protéicos
soluveis de ejaculados (JOBIM et al., 2003).

O padrao eletroforético das proteinas do PS tem sido investigado com o objetivo de
se caracterizar possiveis marcadores bioquimicos (MARTINS JUNIOR, 1993;
KILLIAN et al., 1993). Através de eletroforese unidimensional, o perfil protéico do
plasma seminal bovino foi correlacionado com padrdes de fertilidade normal e alterado
(ROCHA et al., 1984) e, ainda, com a viabilidade do sémen (AURICH, 1996).

Inicialmente foi utilizada a eletroforese em acetato de celulose, a qual foi
substituida pelos géis de amido, mas, os melhores resultados tém sido obtidos com géis
de poliacrilamida.

Estudos preliminares sobre a separagdo eletroforética de proteinas do PS, através
de gel de amido, demonstraram que a concentragdo dessas proteinas ndo era suficiente

para permitir sua deteccao (VESSELINOVITCH, 1959).
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Os primeiros estudos sobre a eletroforese do PS bovino foram conduzidos por
Larson e Salisbury, (1954), os quais demonstraram a presenga de onze componentes,
sendo que trés destes compunham a maioria das proteinas presentes. Rattan et al. (1972)
relataram a existéncia de heterogeneidade das proteinas do PS entre ragas (Jersey,
Holandés e “Red Sindhi”) e espécies (Murrah), apos eletroforese em papel, do s€émen e
do PS.

Bhatt et al. (1979) comparando o padrao eletroforético de proteinas do PS, em gel
de amido, de touros das racas Holandés, Jersey, Rathy e Nagauri, observaram pequenas
diferengas no niimero de bandas (7 a 8), contudo, variagdes significativas ocorreram em
relacdo ao numero de fragdes mais evidentes.

A eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida é uma técnica valiosa para
a separacdo e caracterizagdo das proteinas, sendo que através deste método, muitas
proteinas do plasma seminal, de varias espécies, foram descritas (JOBIM et al., 2004;
KILLIAN et al.,1993; MANJUNATH et al., 2002; RONCOLLETTA et al., 1999).

Estudos de Manjunath et al. (2002) indicaram que as principais fra¢des protéicas
(50-70% ou 30-50 mg/mL) do plasma seminal bovino eram representadas por uma
familia de proteinas relacionadas, designadas como BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 a BSP-
30 kDa, coletivamente chamadas de proteinas do PS. As proteinas BSP-A1 e BSP-A2
sdo conhecidas como PDC-109 (TANYA et al., 2003), sendo uma das trés principais
proteinas ligadoras de heparina do PS bovino e a mais abundante das BSPs (15 a 20
mg/mL).

Castro et al., (1986), investigando o padrao eletroforético (gel de poliacrilamida a
7,5%) e a proteina total (PT) do PS, de touros da raca Mantiqueira, demonstraram a
presencga de oito a onze fragdes protéicas.

Em experimento conduzido por Martins Junior (1993), foram analisados os perfis
eletroforéticos das proteinas do PS de touros de origem européia e zebuina. Observaram
5 padrdes diferentes de migracdo, com a presenca de 7 a 9 bandas, em mobilidade
eletroforética em gel de poliacrilamida a 7,5%.

Roncolletta et al., (1999), estudando o perfil das proteinas do PS, através de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 13%, em touros da raca Gir, identificaram
elevada concentracdo de uma proteina (61.800 kDa) no s€men de alta congelabilidade,
sugerindo um possivel marcador bioquimico predizendo o potencial de criopreservacao

do sémen bovino.
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Bianchi et al., (2008) observaram a presenca de nove bandas polipeptidicas com
pesos moleculares que variaram de 11,97 a 122,52 kDa, no PS de suinos, através de
SDS-PAGE. Concluiram que, o polipeptideo de 26,58 kDa estava associado a baixa
IMP do espermatozoide suino, pds-descongelagdo.

Ao contrario do plasma sanguineo bovino, o conteudo protéico do PS apresenta
consideravel variagdo: 5,17 a 6,08 g% (SINGH et al., 1989), 3 a 8 g% (CASTRO et al.,
1986), 8,0 a 24,36 g/dL (MARTINS JUNIOR, 1993), consistindo, principalmente, de
globulinas (RATTAN et al., 1972; BHATT et al., 1979).

2.6. Dosagem de testosterona

A testosterona ¢ um hormonio esterdide, produzido nas células de Leydig,
sintetizada em pequenas concentragdes no cortex das glandulas adrenais (GUYTON,
1992), sendo essencial para a fung@o reprodutiva dos machos, pois atua estimulando os
estadios finais da espermatogénese e prolongando a vida 1til dos espermatozodides no
epididimo, bem como estimulando o crescimento e o desenvolvimento dos ductos
deferentes, da genitalia externa e das glandulas sexuais anexas, além da atividade
secretora destas.

A manutengdo das caracteristicas sexuais secundarias, comportamento sexual ou
da libido do macho, também, sdo controladas pelos androgenos (HAFEZ, 1995).
Estudos realizados por ODONNELL et al. (1994), em ratos, demonstraram que o
desenvolvimento das espermatides arredondadas para a forma alongada ¢ altamente
dependente de testosterona.

A deficiéncia de energia € provavelmente o fator nutricional que mais influencia na
fertilidade, retardando o inicio da producdo espermatica e a maturidade sexual (FLIPSE;
ALMQUIST, 1961; NOLAN et al., 1990), bem como reduzindo a concentracdo de
testosterona circulante (CHASE et al., 1993). MARTIN et al. (1994) observaram, em
carneiros puberes, maiores concentracdes de testosterona com dietas contendo alta
energia, em relacdo aos de baixa energia.

Varios pesquisadores tém demonstrado que a concentragdo de testosterona
apresenta picos durante as 24 horas do dia, os quais, geralmente, estdo associados aos
picos de LH. Katalonge et al. (1971), estudando as relagdes entre LH e testosterona, em

touros Bos taurus taurus, observaram padrdo ciclico de liberagdo de LH, com 5 a 10
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picos durante as 24 horas, no qual cada pico de LH estava associado a um de
testosterona. Constataram, também, que as concentracdes de testosterona plasmatica
variaram de 2 a 20 ng/mL. Sanwal et al. (1974) e Barbosa (1987) verificaram que touros
apresentaram, em média, trés picos de testosterona.

Correlagdes significativas tém sido demonstradas entre a concentragdo sanguinea de
testosterona com a fertilidade e a motilidade espermatica. Post e Chtistensen (1976),
trabalhando com touros mesticos, verificaram maiores concentra¢des de testosterona
naqueles animais com maiores taxas de fertilidade, avaliadas pelo numero de vacas
gestantes.

Andersson (1992) relatou correlagdo positiva entre a concentracdo de testosterona
sérica e a fertilidade de touros, avaliada através da taxa de ndo retorno ao cio.
Constatou, também, que os animais com maior motilidade espermatica apresentaram,
em média, maior concentracdo de testosterona.

Barbosa (1987), trabalhando com touros das racas Canchim e Nelore, obteve
correlagdes entre a concentragdo plasmatica de testosterona com o ejaculado (volume x
concentracao) e a circunferéncia escrotal, em touros da raca Canchim, aos 39 meses de
idade, além da capacidade de servico, em touros da raca Nelore, aos 27 meses de idade.
As concentragdes de testosterona foram maiores nos touros Nelore (3,1 e 4,1 ng/mL) em
relagdo aos touros Canchim (1,2 e 2,1 ng/mL), aos 27 ¢ 39 meses de idade,

respectivamente.

2.7. Producio de embrides in vitro (P1V)

O primeiro bezerro nascido de FIV, a partir de um oocito maturado in vitro,
ocorreu em 1981 (BRACKETT et al.,1982).

O aprimoramento dos sistemas envolvidos no processo de PIV de embrides, na
espécie bovina, a partir de oocitos recuperados de foliculos de ovarios de vacas
abatidas, tem sido fundamental para o estudo e compreensao de varios fenomenos e
mecanismos biologicos que ocorrem durante este periodo, desde a maturagdo dos
odcitos, o processo de capacitacdo espermatica e fertilizacdo, o inicio do
desenvolvimento embrionario até a fase de pré-implantagdo (HOSHI, 2003), bem como
estimar a fertilidade de amostras de sémen in vitro.

No entanto o melhor método para se verificar a fertilidade de um touro ¢ a

observagdo da taxa de concepg¢do apos IA ou monta natural (ZANG et al., 1999), dado
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que a habilidade de o espermatozoide, criopreservado, fertilizar € um fator importante
para se obter altas taxas de prenhes (De LEEUW et al., 1993). Entretanto, testes de
campo apresentam custos elevados e demandam tempo para a obtengdo de resultados
(LARSSON; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2000).

Por outro lado, a avaliagdo rotineira da qualidade do sémen
congelado/descongelado, através de analise da concentracdo, morfologia e motilidade,
sio de valor limitado para estimar a fertilidade, em nivel de campo (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2006), além disso, nenhuma correlagdo tem sido observada entre a
motilidade e a fertilidade do sémen de mamiferos (STALHAMMAR et al., 1994.).
Sendo assim, a predicdo da fertilidade in vitro e in vivo, a partir da motilidade
espermatica, ¢ inapropriada em muitas espécies (AMANN, 1989; ROTH et al., 1998;
COMIZZOLI et al., 2001).

Desta forma, diferentes testes funcionais in vitro, visando avaliar diretamente a
capacidade fertilizante do espermatozodide, t€ém sido desenvolvidos, entre eles o da
penetracdo em muco cervical (SHARARA et al., 1995; O’HARA et al., 2010), o da
habilidade de se ligar a ZP (ZHANG et al., 1995; COLLINS et al., 2008) e da
penetragio em odcitos homoélogos (AIRES et al., 2003) ou heterélogos (GARCIA-
ALVAREZ et al., 2009).

No entanto, de acordo com Amann ¢ Hammerstedt (2002), a taxa de clivagem,
apos a fertilizagdo in vitro, ¢ o melhor teste disponivel para expressar a fertilidade, pois
requer espermatozdides moveis, com morfologia normal e capacidade para ativar o
oocito (BRAUNDMEIER et al., 2002). Esse procedimento proporciona a avaliagdo das
interagdes entre odcito e espermatozodide, que ocorrem durante a fertilizagdo,
permitindo, ainda, o monitoramento das fases iniciais do desenvolvimento embrionario
(GARCIA-ALVAREZ et al., 2009).

Ha4 de se considerar, porém, que os resultados da relagdo entre as taxas de
fertilizacdo in vitro e fertilidade tém sido varidveis, provavelmente, em decorréncia da
variabilidade entre lotes de odcitos, manuseio do sémen e manipulagao laboratorial
(BRAUNDMEIER et al., 2002).

Diversos pesquisadores (MARQUANT-Le GUINE et al., 1990; HILLERY et al.,
1990; SHAMSUDDIN; LARSSON, 1993; LONERGAN, 1994; ZHANG et al., 1997,
WARD et al., 2001; WARD et al., 2003) relataram que tanto a taxa de clivagem como a
de formagdo de blastocistos pode ser utilizada como ferramenta para predizer a

fertilidade de um touro, em nivel de campo, ou distinguir entre touros de diferentes
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fertilidades; porém, segundo Kurtu et al. (1996) e Kreysing et al. (1997), mencionaram
que somente a taxa de clivagem estava correlacionada com fertilidade de touros in vivo,
uma vez que a producdo de blastocistos esta mais relacionada com as condigdes de
cultura dos embrides.

Contudo, outros autores ndo observaram relag¢do entre FIV e fertilidade, em nivel
de campo, concluindo que este procedimento ndo ¢ ideal para se avaliar a fertilidade in
vivo (OHGODA et al., 1988; SCHNEIDER et al., 1999; DHALI et al., 2009).

Desta forma, as técnicas citadas tém sido largamente utilizadas na avaliagdo de
diferentes atributos dos espermatozodides, independentemente de ser uma analise
morfologica ou funcional, com finalidade de dar mais confiabilidade aos resultados e,
assim, poder predizer possivel associagdo com fertilidade in vitro e/ou in vivo.

Assim, Aires et al. (2003) e Amirat et al. (2004) fizeram uso das técnicas de
penetragdo espermatica de oocito e de producao de blastocistos, respectivamente, para
avaliar diferentes meios de congelagcdo de sémen.

Com o objetivo de comparar trés métodos para avaliar a membrana plasmatica de
espermatozoides bovinos (teste hiposmotico, eosina-nigrosina e “tripan-blue”), Brito et
al. (2003) demonstraram que, apenas o teste hiposmotico contribuiu para predizer a
qualidade espermatica, com base na verificacdo da taxa de fertilizagdo in vitro, sendo
esta, definida pela porcentagem de odcitos clivados entre 48 ¢ 72 horas, pds-incubacgio
dos gametas.

A partir de pesquisa realizada por Ward et al. (2003), visando verificar os efeitos
da reducdao da concentragdo espermatica, durante a FIV, sobre a habilidade de se
diferenciar touros de alta e baixa fertilidade in vivo, foi constatado que touros com as
mais altas taxas de fertilidade, em nivel de campo e elevadas taxas de FIV, tiveram um
acentuado declinio na taxa de fertilizagdo in vitro, a medida que a concentracdo dos
espermatozoides decresceu, diminuindo, assim, a possibilidade de se distinguir touros
de alta ou baixa fertilidade in vitro.

Tartaglione e Ritta (2004) demonstraram a relagdo entre dois testes de avaliacdo
espermatica (hiposmotico e “tripan blue-giemsa”) e a taxa de fertilizacdo in vitro,
observada pela presenca dos pro-ntcleos, em oocitos fixados.

Mais recentemente, Carvalho et al. (2010) utilizaram as taxas de fertilizagao, bem
como a de PIV, para comparar o sémen congelado sexado com o sémen ndo sexado.

Observaram que, o procedimento de sexagem, através de citometria de fluxo, afetou
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algumas caracteristicas estruturais do espermatozoide, mas ndo a taxa de fertilizacao e
de formagao de blastocistos, as quais foram similares entre os dois grupos.

Naib et al. (2011) empregaram as técnicas de penetragdo em muco ¢ de PIV
embrides para avaliar o sémen de touros classificados como tendo alta (AF) ou baixa
fertilidade (BF), em nivel de campo. Concluiram que, os espermatozodides de touros AF
foram mais efetivos em penetrar o muco artificial e fertilizar os odcitos, embora a taxa
de producdo de embrides tenha se mantido similar entre os dois grupos de touros.

Estimativa da fertilidade de touros, mediante analise de resultados de PIV e de
IATF, foi relatada por Sudano et al. (2011), os quais avaliaram os dados através do

modelo de inferéncia estatistica de Bayesian.
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Resumo

Este estudo foi realizado com o objetivo de investigar a influéncia do sémen congelado
heterospérmico e homospérmico de touros, avaliados através de analise
computadorizada (Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, EUA), integridade da
membrana plasmatica (IMP) e produg@o in vitro de embrides (PIV). Amostras seminais
de oito touros da raca Nelore (homospérmico = H) foram classificados como tendo alta
(HoA) e média congelabilidade (HoM), com base em avaliagdes anteriores (periodo de
dois anos) e, também, na analise espermatica, antes do processo de congelagdo. A partir
desta classificacdo, as amostras de sémen foram misturadas em duplas para formar o
grupo heterospérmico (HE). O sémen foi diluido, refrigerado, congelado e armazenado
em nitrogénio liquido (-196 °C) até ser utilizado para as analises e PIV. Dez pardmetros
de movimento espermaticos, tais como: motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), velocidade média de trajeto (VAP, um/s), velocidade em linha
reta (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, pum/s), amplitude de deslocamento
lateral da cabega (ALH, um), batimento cruzado (BCF, Hz), progressividade (STR, %),
linearidade (LIN,%) e velocidade rapida (RAP, %), foram avaliados imediatamente
apos a descongelagdo (em banho-maria a 46 °C/20 s). A IMP foi avaliada utilizando
corantes fluorescentes (6-diacetato carboxifluoresceina e iodeto de propidio), com os
resultados expressos em porcentagem de espermatozoides intactos. Para a PIV, odcitos
imaturos foram maturados e fertilizados e, posteriormente, monitorados para odcitos
clivados, morula/blastocisto (M/B) e blastocisto/blastocisto expandido/blastocisto em
eclosdo (B/Bx/Be), as 72, 144 ¢ 168 h pods-inseminagdo. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos para as caracteristicas de movimento espermatico e IMP,
apesar de diferengas estatisticas (P<0,05) terem sido observadas dentro do grupo e entre

os touros, independentemente do grupo. Os resultados para as taxas de clivagem e
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percentuais de M/B e B/Bx/Be ndo diferiram entre grupos HoA, HoM e HE.
Concluindo, sob estas condigdes experimentais, o s€émen heterospérmico ndo melhorou
qualquer caracteristica espermatica nem incrementou a produ¢do de embrides bovinos
in vitro, como evidenciado pelos resultados encontrados para todos os parametros
avaliados. Esta pesquisa teve apoio parcial da Central de inseminagdo artificial VR e do

frigorifico Frig, Aragatuba, SP.

Palavras-chave: homospérmico; heterospérmico; bovino; pardmetros espermaticos;

producdo in vitro de embrido

Abstract

This study was designed to investigate the influence of frozen heterospermic and
homospermic bull semen, as evaluated by computer- assisted sperm analyzer (Hamilton
Thorne Research, Beverly, MA, USA), plasma membrane integrity (PMI) and in vitro
embryo production (IVP). Sperm samples from 8 Nellore bulls (homospermic = H)
were classified as having high (HH) or medium (MH) freezability, based on their
previous evaluations (over a period of 2 years) and also on sperm analysis just before
freezing process. From this classification, sperm samples were mixed in pairs to form
the heterospermic group (HE). Semen was diluted, cooled, frozen, and then stored in
liquid nitrogen (-196°C) until used for analysis and IVP. Ten sperm motion parameters,
such as total motility (TM, %), progressive motility (PM, %), average path velocity
(VAP, pum/s), straight line velocity (VSL, um/s), curvilinear velocity (VCL, um/s),
amplitude of lateral head displacement (ALH, pum), beat cross frequency (BCF, Hz),

straightness (STR, %), linearity (LIN, %), and rapid velocity (RAP, %) were assessed
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immediately after thawing (in water bath at 46°C/20 s). PMI was evaluated using
florescent dyes (6-carboxyfluorescein diacetate and propidium iodide) and results taken
as percentage of intact sperm cells. For IVP, immature oocytes were matured and
fertilized, and subsequently monitored for cleaved oocytes, morula/blastocyst (M/B)
and blastocyst/expanded blastocyst/hatching blastocyst (B/EB/HB) stages at 72, 144
and 168h post-insemination. There was no significant difference among groups for
sperm motion characteristics and PMI, even though statistical differences (P<0.05) were
observed within the group of bulls and all bulls, regardless of group. The results for
cleavage rates and percentages of M/B and B/EB/HB did not differ among HH, HI, and
HE. In conclusion, under these experimental conditions, heterospermic semen did not
improve any sperm characteristic evaluated nor enhanced in vitro embryo production, as
evidenced by the results found for all assessed parameters. This research was supported

in part by VR Insemination Station and FRIG slaughterhouse, Aracatuba, SP, Brazil.

Keywords: homospermic; heterospermic; bovine; sperm parameters; in vitro embryo

production

1. Introducao

A inseminacao artificial (IA) € uma importante ferramenta dirigida ao melhoramento
genético do rebanho, entretanto, para sua aplicacdo em larga escala é indispensavel o
uso de sémen congelado. Porém, a baixa eficiéncia reprodutiva, em bovinos, pode ser
proveniente do touro [1] e, desta forma, diversas pesquisas tém sido realizadas na

tentativa de maximizagdo da fertilidade do s€émen disponibilizado para a IA.
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A parte da selegdo de reprodutores, com base na fertilidade, em nivel de campo [2]
ou através de pesquisas visando a identificacdo de enzimas [3] e proteinas relacionadas
com fertilidade do s€men [4, 5], tais investigacdes tém sido, principalmente, dirigidas a
melhoria dos meios de congelacdo de sémen [6-7] ou, ainda, dos procedimentos
relacionados ao processo de congelagao e descongelagdo [8].

De modo usual, a TA ¢é realizada com o sémen de um Unico macho, caracterizando
uma inseminagdo homospérmica e, sendo assim, milhares de inseminagdes sdo
necessarias para comparar com precisdo a fertilidade entre dois reprodutores. Por outro
lado, a inseminagdo com s€men heterospérmico (SH), a qual compreende a mistura de
sémen de diferentes machos, tem sido rotulada como muito vantajosa, em diferentes
espécies [9-12].

A avaliacdo do potencial fertilizante do sémen na IA independente de diferengas na
libido, desempenho & monta e do nimero de espermatozodides no ejaculado [10].
Segundo Berger e Dally [13] a IA com sémen heterospérmico reduz os efeitos da
variabilidade da fémea.

O uso de SH permite avaliar a fertilidade do macho de uma forma exata e rapida,
necessitando menos do que 40 fémeas [12]. Kushner [14] relatou distintos méritos que
podem ser obtidos, a partir do uso SH, tais como: o aumento das taxas de concepgao,
maior peso ao nascimento e rapido crescimento.

Outros autores t€m relatado o aumento da fertilidade [15-9-1]. A combinagdo de
ejaculados de diferentes reprodutores, em uma uUnica dose, pode ser utilizada para
melhorar a fertilidade de amostras de s€men, potencializando os ganhos com fertilidade
[16]. Entretanto, quando espermatozoides de dois ejaculados, em uma inseminacao
heterospérmica sdo de igual habilidade fertilizante, cada macho serd responsavel por

aproximadamente 50% dos descendentes [17].
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Albrecht et al. [18], testando duas diferentes concentra¢des de espermatozodides (12
x 10°¢ 28 x 10°, por palheta), através de inseminagdes heterospérmicas, com mistura de
sémen de dois touros, observaram diferenca significativa nas taxas de prenhes (61 vs.
69%, respectivamente), apos inseminagao artificial em tempo fixo.

Em suinos, [19], investigando a habilidade do espermatozoide suino se ligar a zona
pelicida (ZP), observaram que a inseminacao heterospérmica foi efetiva em classificar a
fertilidade do cachago.

Contudo, [20-21] ndo conseguiram demonstrar as mesmas vantagens, nao
observando aumento significativo na taxa de prenhes, quando inseminagdes com SH de
dois touros foram comparadas com insemina¢do homospérmica. Todavia, de acordo
com o relato de [22], a fertilidade individual do SH de touros foi afetada pelo processo
de congelagao.

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento — MAPA, como forma para
disponibilizar aos pecuaristas tecnologia que possa permitir o aumento da taxa de
concepegdo, aprovou a regulamentacdo para a produgdo e comercializagdo de SH de
ruminantes, permitindo que ejaculados de até cinco animais possam ser misturados e
processados. No entanto, o SH comercializado no Brasil, ainda, é proveniente de
importagdes por parte das centrais de IA, com relato de aumento de 6 a 9% nas taxas de
concepcao [23]

O SH tem sido indicado principalmente para IA de vacas de corte, todavia, nenhum
relato de pesquisas sobre a producdo de SH, no Brasil, foi encontrado na literatura. A
investigacdo da eficacia desse procedimento, com sémen de reprodutores nacionais,
mais especificamente da raga Nelore, reveste-se de grande importancia, visto ser essa

raca de elei¢do para a producao de carne.
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Assim, com base na escassez de publicag¢des, resultados conflitantes e interesse
econdmico, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de se comparar o sémen
homospérmico e heterospérmico de amostras seminais de alta e média congelabilidade,
através da avaliacdo dos pardmetros espermaticos e producdo de embrides bovinos in
vitro, mediante analise computadorizada (CASA) e de integridade de membrana
plasmatica (IMP), em touros da raca Nelore, bem como verificar possiveis correlagdes

entre as variaveis espermaticas avaliadas através da técnica CASA.

2. Material e Método

2.1. Animais e colheita do sémen

Os animais do experimento, mantidos em regime de colheita de sémen em Central
de Inseminagdo Artificial, foram selecionados com base nos resultados de
congelabilidade do sémen, definida, a partir do historico de motilidade (M) e vigor (V),
e dos dados de pré-congelagao.

Assim, os reprodutores foram classificados como tendo sémen de alta (M>50%;
V>3) e de média (M=40-45%; V=3) congelabilidade. Somente amostras com no
minimo 60% de motilidade, vigor >3 e células normais > 70% (sendo no maximo 30%
de defeitos totais e 15% de maiores) foram utilizadas para a congelacdo (Tabela 1).

Oito touros da raga Nelore, sendo quatro portadores de s€émen de alta congelabilidade
(Vo, Bo, Ca, Ke) e quatro de média congelabilidade (Ac, As, Ch, Av), constituiram,
respectivamente, os grupos homospérmicos (HoA e HoM) e heterospérmico (He), este
ultimo, através da combinacdo de amostras seminais de dois touros (Bo/Ac, Vo/Ch,
Av/Ca, Ke/As).
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Um total de 40 ejaculados, cinco de cada touro, foram colhidos através de vagina
artificial e 25 doses de cada colheita e de cada reprodutor foram congeladas e
armazenadas, para posterior analise in vitro.

Os ejaculados de touros dos grupos HoA e HoM foram divididos em duas aliquotas,
antes congelagdo, sendo uma para o procedimento habitual, ou seja, partidas com s€émen
homologo (grupos homospérmicos) e a outra, em combinagdo, para constituir o grupo

He.

2.2. Avaliagdo espermatica pré-congela¢do

As amostras de sémen foram pesadas (balanga, Marte®, AL 200-C, Brasil), para
calculo do volume do ejaculado, segundo [24]. A motilidade e o vigor espermatico
foram observados em microscopio de contraste de fase (Carl Zeiss®, Alemanha), ao
aumento de 200 x. A concentragdo espermatica foi obtida através de espectrofotometro
(Accucell®, IMV, Franca) ¢ a morfologia observada em microscopio de contraste de

fase (Olympus®, Japdo), em aumento de 1.000 x.

2.3 Diluigdo, resfriamento e congelagdo das amostras

O meio de congelagao TRIS-frutose-acido citrico, com gema (20%) e glicerol (7%),
foi empregado para o processamento das amostras, sendo preparado em duas fracdes (A
e B) de igual composi¢do, sendo a fracdo A desprovida de glicerol, porém com
antibiodticos, e a frag@o B com glicerol e sem adigdo de antibioticos.

As amostras foram pré-diluidas (10 mL de diluente) com a fragdo A (35 °C), em
frasco de 200 mL, o qual foi colocado em recipiente com 4gua a 34 °C e levado para o

balcdo refrigerado para resfriamento até 5 °C. Ao atingir 5 °C, o restante da fragdo A foi
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adicionado e, em seguida, o volume total da fragdo B (a 5 °C), permanecendo por mais 4
horas, antes da congelago. A concentragdo espermatica final foi ajustada para 60 x 10°
espermatozoides/mL, correspondendo a 30x10°/palheta.

Ap6s o periodo de equilibrio, o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL (IMV,
Franga), em equipamento automatico (MRS1, IMV, Franga). As rampas com as palhetas
foram, entdo, colocadas em congelador programavel (Digitcool®, IMV, Franga), a 4 °C.
O programa de congelagdo seguiu a seguinte curva de temperatura/tempo: de 4 °C
a -10 °C (5 °C/min.), de -10 °C a -100 °C (40 °C/min.) e de -100 °C a -140 °C, a
20 °C/min., totalizando oito minutos. A seguir, as palhetas foram mergulhadas em
nitrogénio liquido, raqueadas e armazenadas em botijao isotérmico até o momento das

analises.

2.4. Analises espermaticas pos-descongelagdo

2.4.1. Avaliagdo da cinética dos espermatozoides

As amostras de sémen foram submetidas a analise computadorizada (Hamilton
Thorne Research®, Ivos-10, EUA). Apos descongelagdo, em banho-maria a 46 °C por
20 s, as amostras foram colocadas em camara de Makler, pré-aquecida (37 °C), sendo
observados cinco campos aleatorios € no minimo 150 espermatozoéides por campo. Os
seguintes pardmetros de foram avaliados: motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), velocidade curvelinear (VCL, pm/s), velocidade em linha reta
(VSL, um/s), velocidade de trajeto (VAP, um/s),amplitude de deslocamento lateral de
cabeca (ALH, um), frequéncia de batimento cruzado (BCF, Hz), linearidade (LIN, %),

progressividade (STR, %) e rapidez (RAP, %).
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2.4.2. Integridade de membrana plasmatica

As amostras seminais foram avaliadas, quanto a IMP, através do emprego de sondas
fluorescentes, diacetato de 6-carboxi-fluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (PI),
conforme metodologia descrita por [25]. Resumidamente, a solugdo corante de CFDA
(0,8 uL) e PI (5 pL) foi adicionada ao sémen e incubada a 37 °C, por 15 minutos,
sendo, a seguir, colocado em solucdo de glutaraldeido (0,2%); uma amostra de 4-5 pL
foi colocada sobre lamina/laminula, aquecidas, ¢ examinadas em microscopio de

fluorescéncia, ao aumento de 1.000 x.

2.5. Produg¢do de embrides in vitro

Ovarios de vacas abatidas em frigorifico foram transportados em garrafa térmica
contendo solugdo fisioldgica, a temperatura de 31 a 33 °C. Foliculos de 2-7 mm de
diametro foram aspirados, sendo os oo6citos lavados e selecionados em meio de
maturagdo base (MM-b), constituido de Meio 199, acrescido de 2,2 mg/mL de
bicarbonato de sodio, 0,05 mg/mL de piruvato de sdédio, 0,05 mg/mL de sulfato de
gentamicina e 1 mg/mL de alcool polivinilico (PVA). Somente odcitos com citoplasma
homogéneo e pelo menos 3-4 camadas de células do cumulus formam utilizados.

A seguir, 15 a 20 oo6citos foram distribuidos, aleatoriamente para gotas (100 puL) de
MM-b, sem PVA, mas com a adi¢do de 1 pg/mL de FSH (Pluset”, Serono), 5 ng/mL de
LH (Lutropin®, Bionche) e 10% de soro fetal bovino (SF B®, Nutricell), em estufa a 5%

de CO», a 38,5 °C, por de 24 horas.
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Para a realizagdo da FIV, uma dose de sémen foi descongelada a 37 °C por 30 s ¢
centrifugada em gradiente Percoll (45% e 90%; Nutricell®, Campinas, Brasil) a 700 g,
durante 20 min. Apds a centrifugag@o, o sobrenadante foi removido, os espermatozodides
re-suspendidos em 3 mL de meio TALP e centrifugados (250 g), por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” diluido em 50 uL. de meio FIV (TALP + PHE +
heparina). Posteriormente, foi realizada a contagem espermatica em camara de
Neubauer (5 pL da suspensao de espermatozoides em 95 pL de solugdo formol-salina),
bem como avaliada a motilidade e o vigor.

Grupos de 20 obcitos foram coincubados com espermatozoides (concentragdo final
de 1,0 x 10%mL x motilidade), em gotas de meio FIV, sob 6leo mineral, em atmosfera
umida a 5% de CO,, em ar, a 38,5 °C, por 20 h.

Ao término da etapa de inseminagdo, as células do cumulus foram removidas
parcialmente, através de sucessivas pipetagens e os provaveis zigotos, em grupos de 20,
transferidos para gotas (100 pL) de meio de cultura SOF-m (modificado). Decorridas 72
horas pos-inseminagdo (hpi), a clivagem foi verificada e 50% do meio de cultura foi
substituido por meio fresco, sendo o procedimento repetido novamente as 120 hpi. A
etapa de cultura foi realizada sob as mesmas condi¢des descritas para M1V e FIV.

O desenvolvimento embrionario foi monitorado para verificar os odcitos maturados
que fertilizaram e alcancaram os estagios de morula/blastocisto (Mo/Bl) e
blastocisto/blastocisto expandido/blastocisto em eclosdo (BI/Bx/Be) as 72, 144 e 168

hpi, respectivamente.

2.6. Analise estatistica
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As analises estatisticas foram realizadas usando o programa SAS (SAS Institute
Inc. The SAS System, release 9.2.). Os dados das analises espermaticas foram testados
quanto a normalidade e homogeneidade de variancias, com as respectivas médias
comparadas pelo teste de Tukey. Os resultados de PIV foram analisados através de
ANOVA, para verificar diferengas estatisticas, e do teste ¢ de Bonferroni, para
determinar diferengas entre os grupos de tratamento. Diferencas de P<0,05 foram
consideradas como significativas. O coeficiente da correlagdo de Pearson foi utilizado
para verificar correlagdes entre as variaveis espermaticas analisadas pela técnica CASA.
Analise de correlagdo linear de Pearson foi utilizada para verificar correlagdo entre as

variaveis estudadas.

3. Resultados

Sémen homospérmico e heterospérmico foram avaliados com a finalidade de se
verificar possivel influéncia sobre as caracteristicas espermaticas. Nao houve diferenga
significativa para as variaveis seminais entre os grupos He, HoA e HoM (Tabelas 2, 3, 4
e 5). Os valores da média variaram de 65,05 a 68,75 (MT), 46,50 a 48,55 (MP), 87,63 a
89,54 (VAP), 69,81 a 71,49 (VSL), 143,49 a 146,26 (VCL), 5,73 a 5,92 (ALH), 27,80 a
28,73 (BCF), 79,70 a 80,50 (STR), 50,85 a 51,95 (LIN), 61,75 a 65,50 (RAP) e de
31,53 a 36,25 (IMP). Nao houve influéncia do sémen sobre as caracteristicas
espermaticas, independentemente do grupo.

Contudo, diferengas estatisticas (P<0,05) foram observadas para determinadas
médias dos pardmetros do sémen entre os touros ¢ os grupos de tratamento. Mais

variaveis espermaticas (MT, MP, VCL, ALH, BCF, STR, LIN, RAP ¢ IMP) diferiram
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estatisticamente, entre os touros, dentro do grupo HoM, em comparagdo com 0s grupos
He (VSL, VCL, ALH, STR e LIN) e HoA (VSL e ALH).

Assim, no grupo HoM, os piores resultados, em termos da analise computadorizada
do s€émen (MT, MP, ALH, BCF, LIN, RAP) e IMP foram obtidos para o touro As em
comparagdo com os touros Ac, Ch e Av, com melhores resultados sendo observados
para os touros Ac e Ch.

Em relacdo ao grupo HoA, os reprodutores Vo e Ke apresentaram resultados
inferiores para as variaveis VAP e VSL, enquanto que os touros Bo ¢ Ca foram
ligeiramente superiores ao demais animais. Considerando-se, os touros do grupo He, a
combinacdo Ke/As produziu os resultados mais insatisfatorios, em comparagdo com os
touros Bo/Ac e Av/Ca.

Porém, um ntimero, ainda, maior de variagdes da média foi constatado, quando se
compararam os valores obtidos para todos os touros e, sendo assim, as analises
espermaticas caracterizaram os reprodutores As ¢ Vo/Ch como tendo os piores e
melhores resultados, respectivamente.

Os resultados de odcitos que fertilizaram e alcancaram os estagios de Mo/Bl e
B1/Bx/Be estao descritos na Tabela 7. Nenhuma diferenca significativa foi observada na
taxa de fertilizacdo entre os grupos He (89,20%), HoA (84,52%) ¢ HoM (90,03%).
Maior porcentagem (P<0,05) de Mo/BI foi obtida no grupo He (53,31%) do que no
grupo HoA (38,00%) e de BI/Bx/Be no grupo HoM (47,54%), em comparagdo com o
grupo HoA (31,82%); entretanto, as porcentagens de embrides no grupo HoM (52,54%)
e He (42,53%) as 144 e 168 hpi, respectivamente, ndo diferiram dos demais grupos.

Apds 196 hpi em cultura, diferentes estagios de blastocistos foram obtidos nos

grupos He (Fig. 1), HoA (Fig. 2) e HoM (Fig. 3).
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4. Discussao

Desde o primeiro relato de sucesso da congelacdo de s€émen de touro [26], poucos
avancos foram feitos e incorporados ao procedimento de criopreservacdo de
espermatozoides bovinos, dentre esses, tentativas de se retirar a gema de ovo de meios
destinados a preservacdo de sémen de touro [27, 28, 29, 6, 7] tém sido as mais
estudadas. Considerando que a fertilidade ¢ resultado do acasalamento, uma mais baixa
eficiéncia reprodutiva, em bovinos, pode ser proveniente do touro [1]. Segundo esse
autor, a fertilidade aumentou quando inseminagdes com sémen heterospérmico foram
utilizadas.

Neste trabalho, ndo foram realizadas insemina¢des com s€men heterospérmico,
entretanto, analises espermaticas in vitro, através da avaliacio computadorizada do
sémen, ndo detectaram nenhuma diferenca significativa entre os parametros
espermaticos e os grupos HoA, HoM e HE. Porém, uma grande diversidade nos
resultados foi observada entre touros, evidenciando a individualidade entre os animais,
independentemente do grupo. Dados de literatura sobre o sémen heterospémico e
homospérmico sdo limitados, tornando comparagdes dificeis. Entretanto, de modo geral,
nossos resultados foram concordes com os de [20], [21], [16], os quais ndo conseguiram
demonstrar nenhuma vantagem na utilizagdo de sémen heterospérmico.

Segundo Sacke [17], quando espermatozoides de dois ejaculados, em uma
inseminag¢do heterospérmica sdo de igual habilidade fertilizante, cada macho sera
responsavel por aproximadamente 50% dos descendentes. Contudo, a finalidade do uso
de SH reside no fato de se buscar distinguir touros, cujo ejaculado sobressaia sobre o de
outros, resultando em maiores taxas de concepgao para um determinado reprodutor. No

Brasil, [23] estima um aumento de 6 a 9% na taxa de concepgdo de vacas, mediante
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emprego de SH, porém, sem citar referéncias na literatura. Trabalhos com SH nao tém
sido realizados e/ou publicados, no pais, ressaltando, ainda mais, o carater inédito da
presente investigacdo, principalmente em se tratando da raga Nelore, a qual domina a
pecuaria de corte nacional.

Kushner [14] relatou distintos méritos que podem ser obtidos a partir do uso SH,
tais como: o aumento das taxas de concepg¢do, melhor peso ao nascimento e rapido
crescimento; resultados similares foram reportados por [15], observando que a
utilizagdo do SH pode aumentar a fertilidade em comparagdo com o sémen
homospérmico. [9] observaram diferengas no numero de descendentes, quando
espermatozoides de quatro touros foram misturados em igual numero, sendo que um
unico touro produziu 50% da progénie. [18] testando duas diferentes concentragdes de
espermatozoides (12 ¢ 28 milhdes, por palheta), em inseminagdes heterospérmicas, com
dois touros, observaram diferenca significativa nas taxas de prenhes (61 vs. 69%,
respectivamente).

Thun et al. [29] relataram que a mistura do s€émen de dois ou mais cachacos, seguida
de IA, direcionou os produtos nascidos em favor de um unico macho, sem nenhuma
explicacdo satisfatéria para esse fato; entretanto, para alcangar o o00cito, o0s
espermatozoides precisam entrar no oviduto, onde estardo expostos a fatores que
modulam sua atividade. Collin, et al. [19], investigando a habilidade do espermatozoide
suino se ligar a zona peltcida (ZP), observou que a inseminag¢ao heterospérmica foi
efetiva em classificar a fertilidade do cachago, entretanto, essa habilidade de se ligar a
ZP nio foi correlacionada significativamente com o numero de leitdes por leitegada.
Garcia-Alvarez et al. [30] demonstraram que a fertilizagdo in vitro com sémen

heterdlogo de carneiro pode ser valiosa na predi¢ao da fertilidade do espermatozdide.
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Como de conhecimento geral, a avaliacdo do potencial de fertilidade do sémen é
muito importante antes de sua utilizagdo na IA ou PIV [30], contudo, a relagdo entre os
pardmetros espermaticos e a fertilidade in vivo apresenta resultados controversos [31].
Diversos métodos para a andlise do s€men in vitro avaliam caracteristicas gerais do
espermatozoide (motilidade, IMP, integridade de organelas, integridade do DNA, entre
outras), todas consideradas essenciais para a fertilidade [32].

Um grande niimero de dados suporta a hipotese de que ejaculados de mamiferos
constituem uma populagdo heterogénea de espermatozoides, dentro da qual diferentes
subpopulagdes coexistem [33]. Tal heterogeneidade torna possivel ao trato genital
feminino exercer multiplos processos seletivos, os quais reduzem a populagdo de
milhdes para poucos espermatozdides competentes [34]. Essas diferentes subpopulagdes
tém sido estudadas principalmente no s€émen de equino [35], suino [33] e canino [36],
no qual foi possivel identificar e quantificar subpopulagdes de espermatozoides com
especificos padroes de movimento.

A técnica de CASA ¢ uma valiosa ferramenta para uma avaliacdo objetiva da
cinética espermatica [37]. Utilizando essa técnica, [38], demonstraram que a motilidade
espermatica diferiu entre touros das ragas Azul Belga e Holandés, observando uma
maior propor¢do de espermatozoides vivos, com motilidade total e prrogressiva, em
ejaculados de touros da raga Holandés. Relataram, ainda, uma baixa eficiéncia de
movimento espermatico em touros da raga Azul Belga, evidenciada por um reduzido
valor de BCF combinado com um elevado valor de ALH, postulando que estas
diferengas podiam estar relacionadas com a morfologia espermadtica; concluiram,
sugerindo que um componente genético pode ser o responsavel pelas diferencas no

movimento espermatico entre as duas ragas.
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Milligan [39] observaram que espermatozoides de homens férteis e inférteis
poderiam ser distinguidos com base nas medidas de velocidade espermatica. Em alguns
estudos, medidas de velocidade do espermatozoide tém sido correlacionadas com
penetracdo em odcitos desprovidos de ZP, tanto em humanos quanto em hamster [40].

Em touros, comparacdes sdo mais complicadas, pois o sémen apresenta grande
variac¢ao [37], diferindo muito em todas as varidveis relacionadas com a motilidade e
velocidade. Entretanto, ainda que uma ampla variagdo exista entre os animais,
combinacdes da motilidade e velocidade t€ém sido altamente correlacionadas com a
fertilidade (0,87) aos 59 dias do ndo retorno ao cio [41]. Esses autores relataram, ainda,
que, quando diversas variaveis foram coletivamente correlacionadas com fertilidade,
altos valores de R? foram obtidos, sugerindo que a fertilidade potencial do touro pode
ser estimada a partir da qualidade do movimento espermatico.

No presente trabalho, varias correlagdes foram observadas entre as principais
caracteristicas analisadas pela CASA, o mesmo sendo relatado por inumeros
pesquisadores. Assim, correlagdes entre o numero total de espermatozoides moveis
inseminados, VCL e fecundagdo [42], VCL e FIV [43], progressividade e linearidade
[44], ALH e taxas de fertilizacdo [44, 45], linearidade do movimento espermatico e
fertilidade, em nivel de campo [41] e VCL, bem como entre VSL e niimero total de
espermatozoides com a taxa de concepgao [37]. Os parametros de velocidade podem ser
mais uteis do que a porcentagem de espermatozodides moveis na predi¢do da fertilidade
do sémen de touro [46], porém, [47] reportaram como valor minimo 50% de motilidade
total.

A ALH e a frequéncia de rotagao da célula refletem o vigor do batimento flagelar,
[48], sendo provavelmente fundamentais para a progressao do espermatozoide dentro do

muco cervical e envelope perioocito. Considerada como importante caracteristica do
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espermatozoide, a ALH afeta a habilidade de espermatozoides humanos penetrarem no
muco cervical e fusionar com o odcito [49].

Toda a estrutura especializada do espermatozoide estd voltada para sua atividade
funcional tnica, ou seja, assegurar a liberagao do material genético, contido no nucleo
do espermatozodide, para o odcito, propiciando a unido dos pro-nticleos e formagao do
zigoto [50]. Neste estudo, ndo foi detectada diferenca significativa entre os resultados
de integridade de membrana plasmatica e os grupos, com médias ao redor de 34% de
células intactas. Esse resultado ¢ similar ao relatado por [25], ao redor de 38%, o qual
utilizou a mesma metodologia para avaliagdo da IMP, sendo inferior (46,4%) ao
reportado por [51], obtido através de teste hiposmotico. Os danos causados nas
membranas espermaticas promovem a perda de componentes celulares, diminuindo a
viabilidade e motilidade pds-descongelacdo [52]. A manutencdo da IMP parece estar
mais intimamente relacionada com a fertilidade do sémen do que com a motilidade, mas
somente quando um grande niimero de espermatozdides € contado [53].

Inimeros testes funcionais in vitro, visando avaliar diretamente a capacidade
fertilizante do espermatozoide, t€ém sido desenvolvidos, entre eles o da penetragdo em
muco cervical [54, 55], o da habilidade de se ligar a ZP [56, 19] e o da penetracdo em
odcitos homologos [6] ou heterdlogos [30]. No presente estudo, as taxas de fertilizacdo
in vitro obtidas nos trés grupos foram similares. De acordo com [57], a taxa de
clivagem, apds a fertilizacdo in vitro, ¢ o melhor teste disponivel para expressar a
fertilidade, pois requer espermatozdides moveis, com morfologia normal e capacidade
para ativar o oocito [58], permitindo, também, a avaliagdo das interagdes entre oocito e
espermatozoide a fertilizacdo, bem como o monitoramento das fases iniciais do

desenvolvimento embrionario [30]. Em condigdes in vivo, a selegdo espermatica esta
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diretamente relacionada com a qualidade do espermatozédide. Segundo [59] e [60],
somente a taxa de clivagem apresentou correlagdo com a fertilidade de touros in vivo.
No entanto, os resultados da relacdo entre as taxas de fertilizagdo in vitro e
fertilidade tém sido variaveis, provavelmente, em decorréncia da variabilidade entre
lotes de odcitos, manuseio do sémen e manipulagdo laboratorial [58]. Os resultados de
producdo de embrides, a partir das 144 hpi, de modo geral, foram similares entre os
grupos, contudo, maiores porcentagens (P<0,05) de Mo/Bl foram obtidas no grupo He
do que no HoM e de BI/Bx/Be, no grupo HoM, em compara¢do com o HoA. Os
achados de maior producdo de blastocistos provavelmente estdo relacionados as
condi¢des de cultura dos embrides [59, 60]. O uso de diferentes touros (“pool” de
sémen heterdlogo) na FIV, em diferentes tipos de ensaios na PIV, tem sido empregado
com finalidade de se evitar possiveis variagdes nos resultados, devido ao efeito touro.
Porém, diversos pesquisadores [61-65] tém relatado que tanto a taxa de clivagem
como a de formacao de blastocistos pode ser utilizada como ferramenta para predizer a
fertilidade de um touro, em nivel de campo, ou distinguir entre touros com diferentes
fertilidades. Carvalho [66] ndo constataram diferencas na taxa de fertilizacdo e de
formagdo de blastocistos em estudo comparando o sémen congelado sexado com o
sémen nao sexado, contudo, [2] empregando técnicas de penetragdo em muco e de PIV
embrides, para avaliar o sémen de touros classificados como tendo alta (AF) ou baixa
fertilidade (BF), em nivel de campo, observaram que, espermatozodides de touros AF
foram mais efetivos em penetrar o muco artificial e fertilizar os oocitos, embora a taxa
de producdo de embrides tenha se mantido similar entre os dois grupos de touros.
Concluindo, ndo houve influéncia benéfica do sémen heterospérmico sobre os
pardmetros espermaticos, avaliados através da técnica de analise computadorizada do

sémen, integridade de membrana plasmatica e taxas de fertilizagdo in vitro e nem na
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formagdo de blastocistos, em comparagdo com o sémen homospérmico, de alta ou
média congelabilidade, contudo, grande variagdo ocorreu entre 0s touros
independentemente do grupo. Da mesma forma, inumeras correlagoes foram observadas

entre a maioria das variaveis estudadas.
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Anexos

Tabela 1

Estatistica descritiva (média e desvio padrdo) das variaveis espermaticas pré-congelacdo (sémen

fresco) para os grupos homospérmicos e touros.

57

Concentracdo Motlidade Vigor DM Dm Normais
Grupo Touro )
(milhdes/mL) (%) (0-5) (%) (%) (%)
Vo 1146 + 169,1 78 + 8,37 50 50 = 1,0 54 + 1,34 89,6 + 1,52
Bo 1062 + 241,5 76 + 10,84 50 46 + 1,14 64 £ 0,55 89 + 1,22
HoA Ca 936 + 431,5 77 + 4,47 5+0 32 + 084 32 + 0,84 93,6 £ 0,55
Ke 756 + 203,2 71 £ 5,48 50 48 £ 1,1 56 £ 0,89 89,6 + 1,34
Média 975 + 2982 * 755 + 7,59 * 5 +£ 0 ° 44 £ 1,19 " 52 + 15 ° 904 £ 2,19 °
Ac 878 = 180,2 65 £ 0 4 £ 0 13 + 1,14 12 + 1,48 744 + 1,52
As 1026 + 341,0 63 + 2,74 4 + 055 12 + 1,58 14 + 0,84 73,8 + 192
HoM
Ch 1094 + 129,7 62 + 274 3 +£0,55 13 £ 1,82 12 £ 1,52 758 + 3,11
Av 1188 + 205,7 64 £ 2,24 4 £ 0 12 + 1,14 12 + 1,14 76 + 224
Média 1046 + 3819 * 63,5 + 235 ° 4 + 044 ° 12 = 1,5 13 £ 1,54 ° 75 + 229 °

*® Meédias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, diferem ente si (P < 0,05).

CALEGARI, R.S. “Influéncia do sémen homospérmico, heterospérmico e do plasma seminal
heterélogo sobre os parimetros espermaticos e produciio de embrides bovinos in vitro”



58

Tabela 2

Valores da média e desvio padrio das varidveis da cinética espermatica para os grupos
heterospérmico e homospérmicos e touros.

Grupo Touro MT (%) MP (%) VAP (um/s)

Bo/Ac 67,00 + 930 * *® 4780 + 7,19 * AP 9324 + 326 * 4B
Vo/Ch 65,60 + 1234 * 8 50,00 + 8,69 * 8 80,16 + 3,65 ° P

He
Av/Ca 7120 + 844 * " 4920 + 936 * "B 9332 + 844 @ 4B
Ke/As 56,40 + 958 * B 3940 + 820 * B 83,78 + 8,04 ° 4B
Média 65,05 + 0,74 * 46,60 = 8,85 * 87,63 + 831 *
Vo 71,60 + 754 ** 5160 £+ 261 * 4 83,72 + 991 ° 4B
Bo 70,60 + 10,16 * *® 4920 + 7,09 * AP 97,04 + 4,74 * *
HoA
Ca 7040 + 10,60 * B 4940 + 10,41 * 8 90,76 + 10,19 ® 4B
Ke 62,40 + 12,05 * *® 4400 + 1037 * B 86,64 + 331 ° AB
Média 68,75 + 10,11 * 48,55 + 8,10 * 89,54 + 871 *
Ac 65,00 + 16,70 * *® 49,00 + 12,10 * 8 8732 + 785 * AP
As 46,00 + 2295 ° B 31,00 + 13,87 ° B 86,28 + 7,53 * AP
HoM

Ch 72,00 + 682 ** 5360 + 344 * A 83,70 + 4,63 * 4B
Av 78,00 + 1231 * A 52,40 + 1031 * A 94,52 + 4,86 * B

Meédia 65,25 + 19,07 * 46,50 + 13,55 * 87,96 + 7,17 *

*b Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si
(P<0,05).A’B Médias seguidas de letras maitsculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05).* Médias,
na coluna, nio diferem significativamente entre si (P>0,05).
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Tabela 3

Valores da média e desvio padrdo das variaveis da cinética espermatica para os grupos
heterospérmico e homospérmicos e touros.

Grupo Touro VSL (um/s) VCL (um/s) ALH (um)

Bo/Ac 73,90 + 2,86 * “® 153,68 + 6,06 * “® 616 + 030 * P
Vo/Ch 67,32 + 243 ™ B 12444 + 920 ° ® 490 + 041 °* €

He
Av/Ca 72,10 + 396 ® 2B 15580 + 20,09 * “B 618 =+ 0,73 * AP
Ke/As 65,92 + 3,02 °© B 140,04 + 19,14 ® 4B 568 1 0,72 ° ABC
Média 69,81 + 442 * 143,49 + 18,80 * 573 4 0,75 *
Vo 6738 + 547 ° P 13316 + 2130 * *® 520 + 0,85 °
Bo 7588 + 069 * % 159,66 + 1222 * A 634 =+ 0,50 * 4B
HoA
Ca 70,56 + 398 ° B 14794 + 2328 * AB 590 1 080 ® ABC
Ke 68,12 + 4,17 ° B 14220 + 887 * *® 562 + 031 ° ABC
Média 70,49 + 5,01 * 145,74 + 18,83 * 577 4 0,74 *
Ac 70,32 + 577 * P 14738 + 12,60 ® AP 588 =+ 0,33 * AKC
As 6744 + 457 * 8 14722 + 1427 * 4B 610 + 0,51 * AEC
HoM

Ch 6932 + 3,79 * B 13130 = 856 ° B 524 1 034 ° ABC
Av 72,16 + 3,02 * A 15912 + 1036 * A 644 + 042 * A

Média 69,81 + 441 * 146,26 + 14,74 * 592 4 0,58 *

*> Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si
(P<O,05).A’B’C Médias seguidas de letras maitsculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05).* Médias,
na coluna, nio diferem significativamente entre si (P>0,05).
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Tabela 4

Valores da média e desvio padrdo das variaveis

heterospérmico e homospérmicos e touros.

60

da cinética espermadtica para 0s grupos

Grupo  Touro BCF (Hz) STR (%) LIN (%)
Bo/Ac 2728 + 1,42 * B 7940 + 134 ° 5040 + 195 ° 7B
Vo/Ch 31,50 + 244 * * 8420 + 2,17 * A 5720 + 327 * A
He
Av/Ca 27,50 + 342 @ AB 7820 + 427 ° AB 4940 + 493 b 4B
Ke/As 28,64 + 294 * A8 8020 + 421 ® A8 5080 + 476 ° AB
Média 28,73 + 2,99 * 80,50 + 3,78 * 5195 + 4,78 *
Vo 2982 + 428 * 8140 + 4,16 * *® 5420 + 507 * *P
Bo 2578 + 353 * 4B 7820 + 390 * 4B 50,00 + 3,81 * AP
HoA
Ca 27,62 + 299 * B 7920 + 409 * B 5140 + 472 * AB
Ke 28,88 + 254 * * 8000 + 436 * *® 5120 + 390 * "B
Média 28,03 + 3,48 * 79,70 + 3,97 * 51,70 + 434 *
Ac 2932 + 122 * " 8160 + 1,52 * A 5100 + 141 ® AP
As 2540 + 181 ° B 79,60 + 3,44 * A 4920 + 3,19 ° B
HoM
Ch 30,66 = 1,90 * *® 8280 + 249 * A 5540 + 270 * "B
Av 2580 + 2,06 ° 7680 + 1,64 ° B 4780 + 1,64 ° B
Média 27,80 + 2,82 * 80,20 + 321 * 50,85 + 3,65 *

*> Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si
(P<O,05).A’B Médias seguidas de letras maiusculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05).* Médias,
na coluna, ndo diferem significativamente entre si (P>0,05).
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Tabela 5

Valores da média e desvio padrao da rapidez do espermatozoéide e da integridade de membrana
plasmatica para os grupos heterospérmico e homospérmicos e touros.

Grupo Touro RAP (%) IMP (%)
Bo/Ac 6440 + 885 * " 4040 + 532 * A
Vo/Ch 6120 + 11,88 * *B 3460 + 952 * B
e Av/Ca 68,60 + 882 * A 4350 =+ 1042 * A
Ke/As 52,80 + 893 * % 2650 =+ 552 * B
Média 61,75 + 10,71 * 36,25 + 992 *
Vo 67,60 + 7,106 * " 4130 + 1517 * A
Bo 68,60 + 10,16 * “® 3880 + 1535 * 4B
HoA
Ca 6720 + 1031 * A 3200 + 88 *
Ke 58,60 =+ 11,17 * *® 3160 =+ 1388 * "B
Média 65,50 + 9,91 * 3593 + 13,19 *
Ac 62,40 + 17,13 * P 3280 + 1401 ® B
As 4320 + 22,14 ° A 1630 =+ 631 ¢ B
HoM
Ch 68,00 = 696 * “® 3070 =+ 1040 ° P
Av 7460 + 1222 * 4630 = 1082 * *
Média 62,05 + 18,73 * 31,53 + 14,70 *

+b¢ Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si
(P<O,05).A’B Médias seguidas de letras maiusculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05).* Médias,
na coluna, ndo diferem significativamente entre si (P>0,05).
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Coeficiente de correlagdo entre as variaveis da analise computadorizada do sémen

Variaveis

Coeficiente de correlacio "

Experimento
IMP (%) MT(%) 0,707
MP (%) IMP (%) 0,660
MP (%) MT(%) 0,928
MT(%) IMP (%) 0,711
RAP (%) MT(%) 0,997
VAP (um/s) VSL (um/s) 0,838
VAP (um/s) VCL (unv/s) 0,962
VAP (um/s) ALH (um) 0,902
VSL (um/s) VCL (um/s) 0,701
VSL (um/s) ALH (um) 0,609
VCL (um/s) ALH (um) 0,975
BCF (Hz) VAP (um/s) -0,663
BCF (Hz) VCL (um/s) 0,778
BCF (Hz) VSL (um/s) -0,254™
STR (%) VAP (um/s) -0,766
STR (%) VCL (um/s) -0,846
STR (%) VSL (um/s) -0,309%*
LIN (%) VAP (um/s) -0,731
LIN (%) VCL (um/s) -0,869
LIN (%) VSL (um/s) -0,288*
RAP (%) MP (%) 0,920
RAP (%) VSL (um/s) 0,327*
BCF (Hz) LIN (%) 0,907
STR (%) LIN (%) 0,946
MPp <0,0001 P> 0,05 *P < 0,05
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Tabela 7
Influéncia do sémen homospérmico e heterospérmico sobre o desenvolvimento

embrionario in vitro.

Desenvolvimento embrionario — n (%)

Grupo n Fertilizados Mo/BI1 BI/Bx/Be
oocitos 72 h* 144 h 168 h
HoA 129 109 (84,52) * 49 (38,00)° 41 (31,82)°
HoM 120 108 (90,03) * 63 (52,54) ® 57 (47,54)°
He 120 107 (89,20) * 64 (53,31)° 51(42,53)®

*bMedias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, diferem significativamente entre si (P<0,05).
*Desenvolvimento temporal — hpi.
Dados de 6 repeti¢des foram agrupados.
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Fig. 1. Embrides do grupo heterospérmico, aos estagios de Bl, Bx e Bec, as 192 hpi (40x).
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Fig. 2. Embrides do grupo homospérmico (HoA), aos estagios de Bl, Bx, Be e Bec, as
192 hpi (40x).
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Fig. 3. Embrides do grupo homospérmico (HoM), aos estagios de Bl, Bx, Be e Bec, as
192 hpi (40x).
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Resumo

Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a eficacia da substituigdo do plasma
seminal (PS) de touros classificados com sémen de média congelabilidade (grupo
homospérmico, HoM) por PS heterologo de touros classificados com sémen de alta
congelabilidade (grupo homospérmico, HoA), avaliada através do movimento
espermatico (ME), integridade da membrana plasmatica (IMP), proteina total (PT) e
padrdo eletroforético das proteinas do plasma seminal (PE). A produgdo in vitro de
embrides (PIV) e a concentragdo plasmatica de testosterona (TP), também, foram
investigadas para ambos os grupos HoA e HoM. O plasma seminal heterologo (PSH)
foi caracterizado pela mistura de PS de touros HoA com espermatozodides de touros
HoM. Amostras de sémen de oito touros da raga Nelore foram obtidas através de vagina
artificial. Procedimentos usuais de congelacdo e descongelagdo foram empregados. A
ME e a IMP foram avaliadas, através de analise espermatica computadorizada e
corantes fluorescentes, respectivamente; PT e TP foram testados utilizando-se “kit”
comercial. A eletroforese do PS foi realizada através de SDS-PAGE (10%). Os critérios
para observagdo da PIV foram as porcentagens de oocitos fertilizados atingindo M/B e
B/Bx/Be as 72, 144 e 168 h pds-inseminagao (hpi). Nenhuma diferenga significativa foi
observada para ME, PT, TP entre os grupos, porém, maior numero de membranas
plasmaticas intactas (P<0,05) foi encontrado no grupo HoA. Maior taxa de clivagem
(P<0,05) foi obtida no grupo PSH (92,31%) do que no HoA (80,15%) ¢ HoM (77,34%),
contudo, as porcentagens de embrides as 144 e 168 hpi ndo diferiram entre todos os
grupos. Sete padrodes de proteinas (A, B, C, D, E, F e G) foram detectados no PS, com o
numero de fragcdes protéicas variando de 20 a 25, sendo classificadas de acordo com a
intensidade de coloragdo. Quando o PE foi comparado ao ME e IMP, melhores

resultados para as variaveis espermaticas foram obtidos para o PE classificado como A
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do que para os demais. Por outro lado, maior concentragdo de PT e TP foi observado
para PE tipo D (50,64 mg/mL) e E (1109,41 ng/mL), respectivamente. Concluindo, foi
demonstrado um efeito benéfico do PSH sobre as taxas de clivagem, mas, sem diferenca
para os demais parametros espermaticos utilizados neste experimento, com excecdo a
IMP. Além disso, o padriao eletroforético das proteinas plasmaticas seminais,
testosterona e concentragdo de proteina total variaram entre touros. Assim, teste de
campo deve ser realizado, a fim de melhor compreender esses achados. Este estudo teve

apoiado parcial da Central de inseminacao artificial VR, Aracatuba, SP, Brasil.

Palavras-chave: sémen homospérmico; plasma seminal; s€émen heterospérmico; analises

espermaticas, producao in vitro de embrido.

Abstract

This study was carried out to determine the effectiveness of the replacement of seminal
plasma (SP) of bulls with medium semen freezability (homospermic group, MH) by
heterologous SP of bulls with high semen freezability (homospermic group, HH), as
evaluated by their sperm motion (SM), plasma membrane integrity (PMI), total protein
(TP), and electrophoretic profile of plasma seminal protein (EP). In vitro embryo
production (IVP) and plasma testosterone level (PT) were also investigated for both HH
and IH groups. The heterologous seminal plasma (HSP) group was characterized by a
mixture of SP of bull HH with spermatozoa pellet of bull IH. Seminal samples collected
by artificial vagina from 8 Nellore bulls were used. Usual freezing and thawing
procedures were employed. SM and PMI were assessed by computer- assisted sperm
analyzer and fluorescent dyes, respectively; TP and PT were tested using commercial

kits. Electrophoresis was performed by SDS-PAGE (10%). Endpoints for IVP were
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percentages of fertilized oocytes reaching M/B and B/EB/HB stages at 72, 144, and 168
h post-insemination (hpi). No significant difference was observed for SM, TP, and PT
among groups, but more intact plasma membranes (P<0.05) were found in group HH.
Higher cleavage rate (P<0.05) was obtained in group HSP (92.31%) than for HH
(80.15%) and MH (77.34%), however, percentages of embryos yielded at 144 and 168 h
pi did not differ among all groups. Seven protein profiles (referred as A, B, C, D, E, F,
and G) were detected in SP, with number of protein fractions ranging from 20 to 25,
which were classified by different staining intensities displayed. When the EP was
compared to SM and PMI, better results for sperm variables were obtained for EP
classified as A than for the others. On the other hand, higher level of TP and PT were
observed for EP D (50.64 mg/ml) and E (1109.41 ng/ml), respectively. In conclusion,
the results showed a beneficial effect of HSP on cleavage rates, but not for all others
sperm tests used in this experiment, exception for plasma membrane integrity.
Moreover, the electrophoretic profile of plasma seminal protein varied among bulls and
influenced testosterone and total protein level. Thus, a field trial should be performed in
order to better understand these findings. This study was supported in part by VR

Insemination Station, Aragatuba, SP, Brazil.

Keywords: homospermic, heterospermic, seminal plasma, sperm analysis, in vitro

embryo production
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1. Introducao

A pecuaria tem uma grande importancia econdomica no Brasil, principalmente a de
corte, visto que o pais é o segundo maior produtor e o maior exportador de carne bovina
do mundo [1]. Para manutencdo dessa condi¢do, hd necessidade de um constante
aumento da produtividade do rebanho.

A utilizacdo de sémen congelado se reveste de grande importancia, pois difunde
rapidamente os genotipos desejaveis na populacao e, sendo assim, a fertilidade do touro
tem um grande impacto sobre o desempenho do rebanho [2]. Tentativas para se
incrementar a eficiéncia do sémen congelado tém sido feitas, principalmente, através da
investigacdo de diferentes meios e protocolos de congelagdo [3-5] e, raramente,
mediante uso de sémen heterospérmico [6,7].

No touro, o plasma seminal (PS) representa de 50 a 90% do ejaculado e seu
conteudo em proteinas, ao redor de 10%, influencia a fertilidade, ja que a composi¢do
protéica varia entre animais férteis e inférteis [8-10].

A variacao individual na composi¢do do PS exerce um papel significativo sobre a
motilidade espermatica, pos-descongelacdo, em diferentes garanhdes [11]. Esses autores
observaram que a adigdo de PS de garanhdes portadores de sémen de boa motilidade ao
sémen de garanhdes com baixa motilidade, incrementou a motilidade espermatica, pos-
descongelacao.

A sobrevivéncia das células espermaticas pode ser aumentada, particularmente, em
garanhdes identificados como “bad coolers”, através da remocdo do PS antes da re-
suspensdo dos espermatozdides no meio diluente [12]. Em carneiros, a remogao do
plasma seminal também foi benéfica para a motilidade, linearidade e capacitacao [13] e

congelabilidade [14].
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Os relatos sobre a centrifugagdo do sémen bovino, antes da congelagdo, sdo
escassos. Rota et al. [15] descreveram efeitos prejudiciais do PS sobre a membrana
plasmatica dos espermatozodides, porém, [16] observaram que a remogdo parcial do PS
de amostras de touros com baixa concentra¢ao espermatica (500 x 10%) incrementou em
mais de 40% a viabilidade de se congelar essas amostras com éxito. Tanajura et al. [5]
observaram efeitos benéficos da centrifugacdo do sémen de touros, antes da congelacao,
em comparagao com o grupo nao centrifugado.

Experimentos com a utilizagdo de plasma seminal heterologo (PSH) sdo muito
limitados. Henault e Killian [17] investigando os efeitos do PS homdlogo e heterdlogo
sobre a habilidade fertilizante de espermatozoides de touro observaram que
espermatozoides de ejaculados de touros de baixa fertilidade foram discretamente
melhorados pela adicdo de PS de touros de alta fertilidade, enquanto que a fertilidade
foi deprimida quando os espermatozdides foram expostos ao PS de touros de baixa
fertilidade.

Similarmente, a adi¢do de PS de garanhdes portadores de s€émen de alta motilidade,
pos-descongelacao, ao sémen de garanhdes com sémen de baixa motilidade foi
benéfica, melhorando a motilidade deste grupo de animais [11].

No entanto, além de se buscar alternativas para melhor a eficiéncia do sémen
congelado, investigagdes sobre a testosterona plasmatica e das proteinas do PS podem
fornecer subsidios para predizer a fertilidade do sémen. Contudo, pesquisas nesse
sentido ndo tém merecido tanta atengao.

Katongole et al. [18] constataram variagcdes nas concentragdes de testosterona
plasmatica (2 a 20 ng/mL), em touros Bos taurus taurus, sendo que estas foram
coincidentes com os picos de LH. [19] e [20] relataram, em touros, a presencga de trés

picos de testosterona, em média.
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Correlagdes significativas tém sido demonstradas entre a concentragdo sanguinea de
testosterona com a fertilidade e¢ a motilidade espermatica. Post ¢ Christensen [21],
trabalhando com touros mesticos, verificaram maiores concentracdes de testosterona
naqueles animais com maiores taxas de fertilidade, verificadas através do numero de
vacas gestantes. Andersson [22] relatou correlacdo positiva entre a concentragdo de
testosterona sérica e a fertilidade de touros, constatada através da taxa de ndo retorno ao
cio. Constatou, também, que os animais com sémen de maior motilidade apresentaram,
em média, maior concentragdo de testosterona.

Barbosa [20], trabalhando com touros das ragas Canchim e Nelore, obteve
correlagdes entre a concentragdo plasmatica de testosterona com o ejaculado (volume x
concentracdo) e a circunferéncia escrotal, em touros da raga Canchim, aos 39 meses de
idade, além da capacidade de servico, em touros da raca Nelore, aos 27 meses de idade.
As concentragdes de testosterona foram maiores nos touros da raga Nelore (3,1 ¢ 4,1
ng/mL) em comparacdo com os touros da raga Canchim (1,2 e 2,1 ng/mL), aos 27 e 39
meses de idade, respectivamente.

Entretanto, estudos avaliando as caracteristicas do PS e sua relacio com a
fertilidade sdo limitados. Parte da variacdo na fertilidade observada entre touros ¢
devido aos fatores ndo aparentes em avaliagcdes seminais de rotina [23]. O padrio
eletroforético das proteinas do PS bovino tem sido investigado com o objetivo de se
caracterizar possiveis marcadores bioquimicos para a fertilidade [24-26] e viabilidade
do sémen [11]. O padrao eletroforético (PE) das proteinas do PS bovino apresenta
marcada variagdo quanto ao numero de bandas e intensidade de coloragdo das mesmas
[27,28,24,25,29].

Roncolletta et al. [26], estudando as proteinas do PS, em touros da raca Gir,

identificaram elevada concentragdo de uma proteina (61,8 kDa) no sémen de alta

CALEGARI, R.S. “Influéncia do sémen homospérmico, heterospérmico e do plasma seminal
heterdlogo sobre os parimetros espermaticos e produciio de embrides bovinos in vitro”



74

congelabilidade. Estudos de [30] indicaram que as principais fragdes protéicas (50-70%
ou 30-50 mg/mL) do PS bovino eram representadas por uma familia de proteinas
relacionadas, designadas como BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 a BSP-30 kDa.

A presenga, auséncia ou critica concentragdo de proteinas no PS pode
potencialmente ser responsavel pelos efeitos do PS sobre a fertilidade do sémen [17].
Ao contrario do plasma sanguineo bovino, o conteudo protéico do PS apresenta
consideravel variagao [28,31,24], consistindo, principalmente, de globulinas [32, 27].

Devido a escassez de publicacdes sobre os referidos temas, este trabalho teve por
objetivos: 1- comparar o s€men homospérmico (a partir de amostras de alta ¢ média
congelabilidade) com o “pellet” de espermatozodides reconstituido com PSH, através da
avaliag@o dos parametros espermaticos, mediante analise computadorizada (CASA) e de
integridade de membrana plasmatica (IMP); 2- verificar e comparar a concentragao
plasmatica de testosterona e de proteina total do PS de touros portadores de s€émen de
alta e média congelabilidade; 3- determinar o PE das proteinas do PS de touros com
sémen de alta e média congelabilidade, da raca Nelore, comparando-os com os
resultados dos parametros espermaticos (CASA e IMP) e de concentragdo da PT e da

testosterona plasmatica.

2. Material e Método

2.1. Experimento 1

2.1.1. Animais e colheita do sémen
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Amostras de sémen de oito touros da raca Nelore foram obtidas de animais lotados
em Central de Inseminagdo Artificial. Os reprodutores foram selecionados, com base
nos dados de congelabilidade do sémen, a partir do histérico de motilidade (M) e vigor
(V), bem como dos resultados de analises pré-congelacao.

Desta forma, os touros foram classificados como portadores de sémen de alta
(M>50%; V>3) e de média (M=40-45%; V=3) congelabilidade, e apenas amostras com
no minimo 60% de motilidade, vigor >3 e células normais > 70% (méximo 30% de
defeitos totais e 15% de maiores) foram utilizadas para os procedimentos de congelagio
(Tabela 1).

Quatro touros portadores de sémen de alta congelabilidade (Vo, Ke, Bo ¢ Ca,) ¢
quatro de média congelabilidade (Po, Ma, Ch, Av), formaram, respectivamente, os
grupos homospérmicos (HoA ¢ HoM) e o grupo com plasma seminal heterélogo (PSH);
este ultimo, através da combinacdo do plasma seminal (PS) do grupo HoA com o
“pellet” de espermatozoides do grupo HoM (Bo/Po, Ca/Av, Vo/Ch, Ke/Ma).

Um total de cinco ejaculados de cada touro foi colhido através de vagina artificial e
25 doses de cada colheita e de cada reprodutor foram congeladas e armazenadas, para

posterior analise dos pardmetros espermaticos e produgao in vitro de embrides.

2.1.2. Avaliagdo espermatica pré-congela¢do

As amostras de sémen foram pesadas (balanga, Marte, AL 200-C, Brasil) para
calculo do volume do ejaculado, segundo metodologia descrita por [33]. A seguir, a
motilidade e o vigor espermatico foram estimados em microscopio de contraste de fase

(Carl Zeiss®, Alemanha), ao aumento de 200 x. A concentracdo espermatica foi obtida
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através de espectrofotometria (Accucell®, IMV, Franga) e a morfologia através de

microscopia de contraste de fase (Olympus®, Japdo), sob aumento de 1.000 x.

2.1.3. Centrifugagdo do sémen

Cada ejaculado foi dividido em duas aliquotas, diluido no meio de congelagao
(MC, TRIS-frutose-acido citrico, com 20% de gema; fracdo A), na propor¢do de 1:2, e
centrifugado a 700 g/10 min. (Centrifuga Eppendorf”, Alemanha), a temperatura
ambiente, para remogdo do PS. Desta forma, o PS do grupo HoA re-suspendeu o
“pellet” de espermatozdides do grupo HoM. Amostras de PS de ambos os grupos foram
processadas e armazenadas para posterior verificacdo da concentracdo de proteina total

(PT) e analise do padrdo eletroforético (PE) das proteinas.

2.1.4. Diluicdo, resfriamento e congelagdo

As amostras foram pré-diluidas (10 mL de diluente) com a fragdo A (35 °C) e
colocadas para refrigeragdo em balcdo a 5 °C. Ao atingir 5 °C, o restante da fragdo A foi
adicionado, seguido do volume total da fragdo B (MC acrescido de 7% de glicerol;
a 5 °C), permanecendo por mais 4 horas, antes da congelagdo. A concentragdo
espermatica final foi ajustada para 60 x 10° espermatozéides/mL, correspondendo a
30x10%palheta.

Apbds o periodo de equilibrio, o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL (IMV®,
Franga) e congeladas em congelador programavel (Digitcool®, IMV, Franca), seguindo
a seguinte curva de congelagdo: de 4 °C a -10 °C (5 °C/min.), de -10 °C a -100 °C

(40°C/min.) e de -100°C a -140°C, a 20°C/min., por oito minutos. A seguir, as palhetas
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foram mergulhadas em nitrogénio liquido, raqueadas e armazenadas em botijdo

isotérmico até o momento das analises.

2.1.5. Analises espermaticas e procedimentos pos-descongelacdo

2.1.5.1 Motilidade e movimento espermatico

As amostras de sémen foram submetidas a analise computadorizada (Hamilton
Thorne Research®, Ivos-10, EUA). Apds descongelagio, em banho-maria a 46 °C por
20 s, as amostras foram colocadas em camara de Makler, pré-aquecida (37 °C), sendo
observados cinco campos aleatdrios e no minimo 150 espermatozoides por campo. Os
seguintes parametros de foram avaliados: motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), velocidade curvilinear (VCL, um/s), velocidade em linha reta
(VSL, um/s), velocidade de trajeto (VAP, um/s), amplitude de deslocamento lateral de
cabeca (ALH, pm), frequéncia de batimento cruzado (BCF, Hz), linearidade (LIN, %),

progressividade (STR, %) e rapidez (RAP, %).

2.1.5.2. Integridade de membrana plasmdtica

As amostras seminais foram avaliadas, quanto a IMP, através do emprego de sondas
fluorescentes, diacetato de 6-carboxi-fluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (PI),
conforme metodologia descrita por [34]. Resumidamente, a solugdo corante de CFDA
(0,8 uL) e PI (5 pL) foi adicionada ao sémen ¢ incubada a 37 °C, por 15 minutos,

sendo, a seguir, colocado em solucdo de glutaraldeido (0,2%); uma amostra de 4-5 pL
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foi colocada sobre lamina/laminula, aquecidas, ¢ examinadas em microscopio de

fluorescéncia, ao aumento de 1000 x.

2.1.5.3. Producdo de embrioes in vitro

Ovarios de vacas abatidas em frigorifico foram transportados em garrafa térmica
contendo solugdo fisioldgica, a temperatura de 31 a 33 °C. Foliculos de 2-7 mm de
didametro foram aspirados, sendo os odcitos lavados e selecionados em meio de
maturacdo base (MM-b), constituido de Meio 199, acrescido de 2,2 mg/mL de
bicarbonato de sodio, 0,05 mg/mL de piruvato de sdédio, 0,05 mg/mL de sulfato de
gentamicina e 1 mg/mL de alcool polivinilico (PVA). Somente odcitos com citoplasma
homogéneo e pelo menos 3-4 camadas de células do cumulus formam utilizados.

A seguir, 15 a 20 oocitos foram distribuidos, aleatoriamente para gotas (100 pL) de
MM-b, sem PVA, mas com a adi¢do de 1 pg/mL de FSH (Pluset”®, Serono), 5 pg/mL de
LH (Lutropin®, Bionche) e 10% de soro fetal bovino (SFB®, Nutricell), em estufa a 5%
de CO», a 38,5 °C, por de 24 horas.

Para a realizagdo da FIV, uma dose de sémen foi descongelada a 37 °C por 30 s e
centrifugada em gradiente Percoll (45% e 90%; Nutricell®, Campinas, Brasil) a 700 g,
durante 20 min. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi removido, os espermatozoides
re-suspendidos em 3 mL de meio TALP e centrifugados (250 g), por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” diluido em 50 uL. de meio FIV (TALP + PHE +
heparina). Posteriormente, foi realizada a contagem espermatica em camara de
Neubauer (5 pL da suspensao de espermatozoides em 95 pL de solugdo formol-salina),

bem como avaliada a motilidade e o vigor.
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Grupos de 20 odcitos foram coincubados com espermatozoides (concentragdo final
de 1,0 x 10%mL x motilidade), em gotas de meio FIV, sob 6leo mineral, em atmosfera
umida a 5% de CO,, em ar, a 38,5 °C, por 20 h.

Ao término da etapa de inseminag@o, as células do cumulus foram removidas
parcialmente, através de sucessivas pipetagens e os provaveis zigotos, em grupos de 20,
transferidos para gotas (100 pL) de meio de cultura SOF-m (modificado). Decorridas 72
horas pos-inseminacdo (hpi), a clivagem foi verificada e 50% do meio de cultura foi
substituido por meio fresco, sendo o procedimento repetido novamente as 120 hpi. A
etapa de cultura foi realizada sob as mesmas condigdes descritas para MIV e FIV.

O desenvolvimento embrionario foi monitorado para verificar os odcitos maturados
que fertilizaram e alcangaram os estagios de morula/blastocisto (Mo/Bl) e
blastocisto/blastocisto expandido/blastocisto em eclosdo (Bl/Bx/Be) as 72, 144 ¢ 168

hpi, respectivamente.

2.2 Experimento 2

2.2.1. Eletroforese de proteinas do PS

Para obtencao do PS, o sémen foi diluido com meio TRIS-frutose-acido citrico
(1:2) e centrifugado a 2.500 x g, por 15 min., seguido da remog¢a@o do sobrenadante (PS),
o qual foi submetido a centrifugacdo (2.500 g, por 15 min.), ap6s diluicdo em solucao
de cloroférmio a 98% (1:2), visando a remocao total dos espermatozdides e outras
células, de acordo com protocolo descrito por [24]. As amostras de PS foram, entdo,

estocadas em freezer a -20 °C, até o momento do uso.
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A separagdo das proteinas do PS foi realizada, segundo protocolo relatado por
Laemmli (1970), em gel de poliacrilamida e duodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), em
gel de separagdo (10%) e empilhamento (5%). A concentragdo de proteina de cada
amostra foi ajustada para 80 pg e, a seguir, diluida em tampao da amostra, constituido
de Tris-HCL (1M), 2% de SDS, 5% de 2-mercaptoetanol e 50% glicerol.

Antes da aplicacdo da amostra no gel (25uL/pogo), a mistura foi aquecida a
100 °C, por 3 min. A voltagem adotada no gel de separacdo e de empilhamento foi de
110 V e 40 V, respectivamente. Juntamente com as mostras, em pogo separado, foi
aplicado um padrio com diferentes pesos moleculares (Spectra™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder, Fermentas Life Sciences - USA) para facilitar a identificagdo do
peso molecular das bandas formadas.

Apos o término da corrida (12 h), o gel foi colocado em solugdo descorante por
5 min., sob constante agitacao, seguida de solucdo corante Comassie-Blue, por 15 min.,
em continua agitacdo. Decorrido esse tempo, o gel passou por sucessivos banhos em
solucdo descorante, trocada a cada 8-12 horas, até visualizag¢do nitida das bandas.

Para a documentacdo fotografica, o gel foi colocado sob transluminador de luz
branca (Vilber Lourmat™), sendo a imagem capturada através de maquina fotografica
(Canon® Powershot A640) e processada utilizando programa de imagem (ImageQuant

150 — GE Healthcare®).

2.2.2. Dosagem de proteina total do PS

A dosagem da proteina total do PS foi realizada através do método colorimétrico
do acido bicinconinico, com utilizagdo de kit comercial (Pierce, EUA). Um total de 10

pL de cada amostra foi utilizado. Para cada pogo, contendo as amostras e o padrio,
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foram adicionados 200 pL da solucdo de trabalho (A, 50 partes e B, uma parte) sendo,
entdo, incubadas a 37 °C, por 30 min. A curva padrio foi realizada com albumina,
diluida conforme orientacao do fabricante, nas concentragdes de 200, 400, 600, 800 ¢
1000 pL/mL. A leitura da microplaca foi realizada no leitor de ELISA, em filtro de 540

nm.

2.2.3. Dosagem de testosterona plasmatica sanguineo

Foi realizada através do “kit” de dosagem de testosterona total, fase solida,
conforme instrugdo do fabricante (DPC-Diagnostic Products Co"., USA), com leitura

(ng/dL) no Gamma Count Cobra II.

2.3. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o programa SAS (SAS Institute Inc.
The SAS System, release 9.2.). Os dados das analises espermaticas foram testados
quanto a normalidade e homogeneidade de variancias, com as respectivas médias
comparadas pelo teste de Tukey. Os resultados de PIV foram analisados através de
ANOVA, para verificar diferengas estatisticas, e do teste ¢ de Bonferroni, para
determinar diferengas entre os grupos de tratamento. Diferencas de P<0,05 foram
consideradas como significativas. O coeficiente da correlagdo de Pearson foi utilizado
para verificar correlagdes entre as varidveis espermaticas analisadas pela técnica CASA.
Analise de correlagdo linear de Pearson foi utilizada para verificar correlacdo entre as

variaveis estudadas.
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3. Resultados

A comparacao entre o sémen homospérmico de alta (HoA) e média (HoM)
congelabilidade com o sémen reconstituido (PSH), ou seja, PS de amostras de alta
congelabilidade adicionadas ao “pellet” de espermatozoides de sémen de média
congelabilidade, foi realizada através da avaliagdo de alguns pardmetros espermaticos
disponiveis na técnica CASA e, ainda, mediante analise da IMP dos espermatozoides
(Tabelas 2, 3, 4 ¢ 5).

De todas as variaveis estudadas, diferencas significativas (P<0,05) foram
observadas para a varidvel STR, com valor inferior ao obtido para o grupo HoM
(76,90%), em comparagdo com os grupos HoA (79,25%) e PSH (79,75), bem como
para a variavel IMP, a qual apresentou valores mais elevados no grupo HoA (40,65%)

do que nos demais grupos.

Nos grupos PSH e HoM, todas as variaveis espermaticas apresentaram valores da
média diferentes, entre os touros dentro de cada grupo, em comparagdo com 0 grupo
HoA, o qual apresentou varia¢des apenas para os parametros VAP, VSL, VCL, ALH ¢
BCF.

No grupo PSH, os valores mais baixos dos pardmetros espermaticos foram obtidos
principalmente para a associacao de touros Vo/Ch (VAP, VSL, VCL e ALH), seguido
pelos touros Ke/Ma (BCF, STR e LIN) e Bo/Po (MT, MP e RAP). Entretanto, para o
grupo HoM, os touros Ch (MT, VAP, VSL e VCL) ¢ Po (MT, RAP e IMP)
apresentaram os menores valores, seguido pelo touro Vo (VAP, VSL, VCL ¢ ALH) no

grupo HoA.
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Maiores valores da média, para as variaveis MT, VAP, VSL, VCL, ALH, RAP ¢
IMP foram obtidos nos grupos PSH (touros Ke/Ma) ¢ HoM (touro Ma), em relagdo ao
grupo HoA, o qual apresentou maiores valores para as variaveis VAP, VSL e VCL, para
o touro Bo.

Comparando-se todos os touros, independentemente do grupo, valores mais baixos
foram observados para os touros Bo/Po ¢ Vo/Ch, assim como valores da média mais

elevados para os touros Ma ¢ Ke/Ma.

O desenvolvimento embrionario, a partir do nimero de o6citos colocados para a
maturacdo in vitro, esta representado na Tabela 7. Maior porcentagem (P<0,05) de
odcitos fertilizados foi obtida no grupo PSH (92,31%) do que nos grupos HoA (80,15%)
e HoM (77,34%), com resultados similares entre estes dois grupos. Contudo, para os
demais estagios de desenvolvimento, avaliados as 144 e 168 h pi, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os grupos, com médias variando de 43,75 a 50,77% e

de 34,35 a 40,00%, respectivamente, para os estagios de Mo/Bl e Bl/bx/Be.

Os resultados da concentragdo de testosterona plasmatica e de proteina total do PS
sdo mostrados na Tabela 8. Nenhuma diferenca significativa foi constatada entre as
médias dos grupos HoA (639,64+£277,66 ng/dL) ¢ HoM (729,31+410,17 ng/dL),
contudo, maior concentragdo de testosterona (P<0,05) foi observada para os touros Vo e
Ca (833,81£225,46 e 856,34+246,90 ng/dL, respectivamente) no grupo HoA e para o
touro Av no grupo HoM (1109,41+326,70 ng/dL), sendo que neste grupo a mais baixa
concentracao foi obtida para o touro Po (235,29+152,58 ng/dL). Considerando-se, todos
os touros, tanto a maior concentragdo (touro Av) quanto a menor (touro Po) foram
obtidas no grupo HoM.

Houve diferenga significativa entre as médias de proteina total para os grupos HoA

(41,6749,45 mg/mL) e HoM (32,93+10,33 mg/mL). Entretanto, maiores valores para a
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concentracdo de PT foram obtidos para os touros Vo e Ke (grupo HoA) e Po ¢ Ma
(grupo HoM), com a menor ¢ maior média, entre todos os touros, respectivamente para

os reprodutores Ch e Ke.

Os sete padrdes eletroforéticos de proteinas do plasma seminal, obtidos apds
separacao em gel de poliacrilamida a 10%, foram classificados conforme o numero de
bandas (A=21, B=25, C=22, D=22, E= 23, F=25 ¢ G=20) e da distribui¢dao dentro de
trés zonas principais (I, II e III). Para a zona I (95 a 260 kDa) foram observadas de 4 a 7
bandas, enquanto que para as zonas Il (>26 até 72 kDa) e Il (<17 até 26 kDa),

respectivamente, de 7 a 8 e de 8 a 10 bandas foram determinadas.

Um maior numero de bandas foi detectado na zona I1l, a qual, também, revelou a
presenca de bandas mais difusas e intensamente coradas, correspondendo as fracdes
com maior mobilidade eletroforética. Por outro lado, a zona I apresentou um menor
numero de bandas, sendo mais estreitas e fracamente coradas. Os padrdes
eletroforéticos A, B, C, D, E, F e G corresponderam, respectivamente, aos touros Ma-

Bo, Ch, Po, Ca, Av, Ke e Vo.

Os dados dos parametros espermaticos e dos padroes eletroforéticos do PS
acham-se descritos na Tabela 8. De modo geral, touros com PE classificado como de
padrao A (Ma-Bo) apresentaram melhores resultados para seis das 11 das variaveis
espermaticas avaliadas (MT, MP, VAP, VCL, RAP e IMP), sendo seguido pelos de
padrao D (4, MT, MP, RAP e IMP; touro Ca), B (3, BCF, STR e LIN; touro Ch), F (3,
MT, RAP e IMP; touro Ke) ¢ G (2, RAP e IMP; touro Vo). Assim, mais touros
portadores de sémen de alta congelabilidade (A, D, F e G) foram identificados como
tendo sémen de melhor qualidade, apo6s analise computadorizada e de IM, do que os de

média congelabilidade.
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Entretanto, quando se compararam os resultados da concentragdo de proteina
total e de testosterona com os PE, os maiores valores da média foram observados
somente para touros com sémen de alta congelabilidade, respectivamente, para os
padrdes D (touro Ca, 50,64 mg/mL) e E (touros Ca, 856,34+276,06" e Av,

1109,41+326,70").

4. Discussao

A avaliagdo do potencial de fertilidade do sémen ¢ muito importante antes da
utilizacdo em programas de inseminacdo artificial ou produgdo in vitro de embrides,
como forma de se obter bons resultados [35] e para a identificagdo de amostras de
sémen de alta fertilidade [36]. A técnica CASA tem sido largamente empregada com
esse proposito. No presente estudo, através desse método de avaliagdo, diferenca
significativa (P<0,05) entre as médias e os grupos foi observada somente para a variavel
STR, com um valor inferior para o grupo HoM, evidenciando homogeneidade dos
resultados.

Contudo, caracterizando a individualidade entre os touros, diferentes valores da
média ocorreram entre os touros dentro de cada grupo, bem como entre todos os touros,
para a maioria dos parametros espermaticos avaliados. Esses achados estdo em
concordancia com o relato de [37], os quais verificaram grande variabilidade em todas
as variaveis relacionadas com motilidade e velocidade espermatica. Essa variabilidade
pode ser decorrente da grande variagdo observada na composi¢dao do PS, levando, por
sua vez, a resultados inconsistentes [38], embora, de acordo com [39], o PS seja um

fluido desnecessario.

CALEGARI, R.S. “Influéncia do sémen homospérmico, heterospérmico e do plasma seminal
heterdlogo sobre os parimetros espermaticos e produciio de embrides bovinos in vitro”



86

Os relatos sobre a utilizagdo de PSH, em bovinos, sdo bastante limitados,
principalmente com relagdo as avaliagdes espermaticas através da técnica CASA,
tornando a analise comparativa dificil. Assim, a centrifugagdo do s€émen bovino, com
remocao total ou parcial do PS, tem sido preconizada, ainda que raramente utilizada
nessa espécie. Tanajura et al. [5] observaram efeitos benéficos da centrifugacdo e
remocao total do PS do sémen de touros, antes da congelacdo, sobre as variaveis MP,
VSL, VAP, VCL e RAP, em comparacdo com o grupo nao centrifugado. Da mesma
forma, a remocao parcial do PS, apds a centrifugagdo, aumentou a congelabilidade de
amostras de sémen com baixa concentragao espermatica [16].

Diversas correlagcdes foram observadas entre as varidveis utilizadas para avaliagdo
espermatica através da técnica CASA, fato esse também observado por varios autores,
com diferentes finalidades. Apesar da ampla variacdo entre animais, porcentagens
combinadas da motilidade e de velocidade tém sido altamente correlacionadas com a
fertilidade (0,87) aos 59 dias do ndo retorno ao cio [40], sugerindo que a fertilidade
potencial do touro pode ser estimada, a partir da qualidade do movimento espermatico.

A adicdo de PS de garanhoes portadores de sémen de alta motilidade ao sémen de
garanhdes de baixa motilidade melhorou a motilidade pos-descongelacdo [11]. Em
carneiros, a remoc¢do do plasma seminal aumentou a motilidade e linearidade dos
espermatozoides [13], bem como a congelabilidade do sémen [14]. Milligan [41]
observaram que espermatozoides de homens férteis e inférteis poderiam ser distinguidos
com base nas medidas de velocidade espermatica. Em alguns estudos, medidas de
velocidade do espermatozdide tém sido correlacionadas com penetracdo em odcitos
desprovidos de ZP, tanto em humanos quanto em hamster [42]. Correlacdo positiva
entre o numero total de espermatozdides moveis inseminados, VCL e fecundacdo foi

observada por [43], sendo que a VCL foi capaz de predizer a fertilidade [44].
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Da mesma forma, [37] observaram que os valores da VCL, VSL e do numero total
de espermatozodides foram positivamente correlacionados com a taxa de concepgdo. Os
valores de VAP, VCL e VSL foram significativamente maiores em amostras que
produziram mais que 50% de odcitos fertilizados do que naquelas com menos de 50%

de fertilizagdo [37].

A ALH ¢é uma importante caracteristica do espermatozoide, uma vez que afeta os
resultados de FIV [45] e a habilidade de espermatozdides humanos penetrarem no muco
cervical e fusionar com o o6cito [46]. Este pardmetro indica o vigor do batimento
flagelar, juntamente com a frequéncia de rotacdo da célula [47], os quais sdo
provavelmente importantes para a progressdo do espermatozoide dentro do muco
cervical e envelope periodcito.

Jeulin [45] demonstraram que, a ALH de espermatozoéides selecionados através da
técnica de “swim-up” estava correlacionada positivamente com as taxas de fertilizagao,
resultado confirmado por [48]. Chan et al. [49] relataram que a VCL de
espermatozoides separados, por “swim-up”, foi o mais significativo fator relacionado
com a FIV. Segundo [50], o BCF ndo teve nenhum efeito sobre a FIV ou taxa de
prenhes, embora [51] tenham observado correlagdo positiva para essas caracteristicas.
Da mesma forma, a progressividade e linearidade também foram correlacionadas
positivamente, em trabalho desenvolvido por [48].

De acordo com [37], a importancia da VCL e da VAP, na predi¢do da fertilizagao,
pode mostrar a importancia da capacitacdo no processo de fecundagdo, pois estas
caracteristicas sdo incrementadas apds esse processo. Uma vez que a capacitagdo ¢
seguida pelo desenvolvimento da hiperativacdo, a identificagdo de espermatozodides
hiperativados, também, ¢ um fator importante. Segundo [52] os parametros de

velocidade podem ser mais uteis do que a porcentagem de espermatozdides moveis na
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predicdo da fertilidade do sémen de touro. Porém, a linearidade do movimento
espermatico tem sido relacionada significativamente com a fertilidade, em nivel de
campo [40].

Similarmente, a analise da IMP tem sido um dos pardmetros espermaticos mais
utilizados, pois a membrana atua interagindo com as células do oviduto e odcito [51].
Nossos resultados, com maior porcentagem de IMP no grupo HoA, parecem refletir de
forma esperada a melhor qualidade espermatica dos touros lotados nesse grupo.

A manutenc@o da IMP parece estar mais intimamente relacionada com a fertilidade
do sémen do que com a motilidade, mas somente quando um grande numero de
espermatozoides € contado [54]. Os danos causados as membranas espermaticas
promovem a perda de componentes celulares, diminuindo a viabilidade ¢ motilidade
pos-descongelagao [55].

A PIV tem sido eleita como um dos melhores pardmetros para se estimar o potencial
fertilizante do sémen. A maior taxa de fertilizacdo (P<0,05) observada para o grupo
PSH sugere um efeito benéfico da substituicdo do PS do sémen de touros considerados
como tendo sémen de média congelabilidade pelo PS de touros com sémen de alta
congelabilidade, foi benéfica. Resultados semelhantes foram obtidos por [56], os quais
relataram que a adi¢cdo de PS bovino ao s€émen de bufalo africano, pés-descongelacao,
aumentou a habilidade dos espermatozoides para fertilizar oo6citos bovinos in vitro,
fornecendo evidéncias que o PS heterdlogo tem um efeito positivo sobre a fertilidade do
espermatozoide. De modo similar, [17] observaram que os espermatozodides colocados
em meio contendo PS de animais de alta fertilidade tiveram maior habilidade para
penetrar em odcitos in vitro do que aqueles em meio contendo PS de animais de baixa

fertilidade.
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Diversos pesquisadores [57-63] relataram que tanto a taxa de clivagem como a de
formagdo de blastocistos pode ser utilizada como ferramenta para predizer a fertilidade
de um touro, em nivel de campo, ou distinguir entre touros de diferentes fertilidades;
porém, segundo [64]. Kreysing [65], mencionaram que somente a taxa de clivagem
estava correlacionada com fertilidade de touros in vivo, uma vez que a produgdo de
blastocistos esta mais relacionada com as condicoes de cultura dos embrides.

De acordo com [66], a taxa de clivagem, apos a fertilizagdo in vitro, € o melhor
teste disponivel para expressar a fertilidade, pois requer espermatozoides moveis, com
morfologia normal e capacidade para ativar o oocito [36]. Esse procedimento
proporciona a avaliagdo das interagcdes entre oocito e espermatozdide, que ocorrem
durante a fertilizacdo, permitindo, ainda, o monitoramento das fases iniciais do
desenvolvimento embrionario [67].

Relatos em diferentes espécies sugerem que o PS contém fatores que podem
influenciar a fertilidade, como observado em comparagdes da fertilidade de diferentes
machos ou mediante isolamento de fatores que facilitam ou inibem a capacitagdo,
fertilizacdo e/ou eventos relacionados [9]. Contudo, outros autores ndo observaram
relagcdo entre FIV e fertilidade, em nivel de campo, concluindo que este procedimento
nao ¢ ideal para se avaliar a fertilidade in vivo [68-70].

Ward et al. [63] visando verificar os efeitos da redu¢do da concentragdo
espermatica, durante a FIV, sobre a habilidade de se diferenciar touros de alta ¢ baixa
fertilidade in vivo, constataram que touros com as mais altas taxas de fertilidade, em
nivel de campo e na FIV, mostraram um acentuado declinio na taxa de fertilizagdo in
vitro, a medida que a concentragdo dos espermatozoides foi decresceu, diminuindo,

assim, a possibilidade de se distinguir touros de alta ou baixa fertilidade in vitro. Mais
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recentemente, [71] utilizaram as taxas de fertilizagdo, bem como os dados de PIV para
comparar o sémen congelado sexado e ndo sexado.

Naib et al. [72] empregaram as técnicas de penetragdo em muco e de PIV para
avaliar o sémen de touros classificados como tendo alta (AF) ou baixa fertilidade (BF),
em nivel de campo. Concluiram que, os espermatozoides de touros AF foram mais
efetivos em penetrar o muco artificial e fertilizar os odcitos, embora a taxa de produgio
de embrides tenha sido similar entre os dois grupos de touros. Estimativa da fertilidade
de touros, mediante analise de resultados de PIV e de IATF, também foi relatada por
[73], os quais avaliaram os dados através do modelo de inferéncia estatistica de
Bayesian.

Em relagdo aos dados da concentracdo de testosterona plasmatica, nenhuma
diferenca significativa foi constatada para as médias entre os dois grupos de sémen
homospérmico. A concentragdo de testosterona plasmatica foi mais elevada para os
padrdes eletroforéticos D ¢ E do que o C, sugerindo uma influéncia do PE sobre a

concentracdao desse hormonio esterdide.

Nossos resultados, com valores minimo e maximo de 2,35 e 11,09 ng/mL,
respectivamente, foram similares aos relatados por [18], os quais mencionaram valores
variando de 2 a 20 ng/mL, em estudo conduzido com touros Bos taurus taurus.
Contudo, foram maiores do que aqueles descritos por [20] trabalhando com touros da
raga Nelore (3,1 e 4,1 ng/mL) e Canchim (1,2 e 2,1 ng/mL). Tais variagdes podem ter
ocorrido em virtude do horario de colheita das amostras, idade do animal e/ou grau de
excitacdo. No presente trabalho as colheitas de sangue foram efetuadas logo apos a
colheita do sémen, o que pode explicar os maiores valores obtidos em comparagdo com

os achados de [20] para as duas ragas estudadas.
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Esse autor observou, também, correlagdes entre a concentragdo plasmatica de
testosterona com o volume, concentragdo do ejaculado, circunferéncia escrotal e
capacidade de servigo. Andersson [22] relatou correlag@o positiva entre a concentragao
de testosterona sérica € a fertilidade de touros, constatada através da taxa de ndo retorno
ao cio. Constatou, também, que os animais com sémen apresentando maior motilidade
espermatica apresentaram, em média, maior concentragdo de testosterona. Katongole et
al. [18] observaram um padrao ciclico de liberagao de LH, com 5 a 10 picos durante as
24 horas, sendo que cada um dos picos de LH estava associado a um pico de
testosterona, diferente do observado por [19] e [20], os quais verificaram, em média,
trés picos de testosterona.

No estudo de [74], a testosterona ndo foi influenciada pelos diferentes niveis de
concentrado e lipideos das dietas, tendo variado de 0,1 a 9,0 ng/mL, entretando, foi
observado diferenca da concentragdo de testosterona dos animais em relagdo aos
horarios de coleta, que apresentaram maiores valores as 00h30, em relagdo as 4h30 e
12h30.

Estudos de eletroforese do PS ainda s3o limitados. Nesta pesquisa, sete padroes
eletroforéticos de proteinas do PS foram identificados, com nimero de bandas variando
de 20 a 25 (Fig. 1). Estes achados foram superiores ao numero de fracdes (11) relatadas
por [75] os quais conduziram os primeiros estudos sobre eletroforese do PS bovino e,
também, das 7 a 8 bandas detectadas por [27] ¢ 7 a 9 [24], confirmando a
heterogeneidade entre ragas e individuos. O PE classificado como A, apresentou um
maior nimero de variaveis com médias mais altas em comparagdo com 0s outros
padrdes, apos analise computadorizada. Esse achado pode ser reflexo da composicao

protéica do PS [9].
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Segundo [76] a presenca de uma fragdo protéica (entre 12 ¢ 14 kDA) no PS ¢
prejudicial para os espermatozoides, durante a congelagdo, contudo, sua remogdo,
através de dialise, melhorou a congelabilidade do sémen. Proteinas relacionadas com
baixa (16 kDA, pi de 6,7 e 16 kDA, com pi de 4,1) e com alta fertilidade (26 kDA e
55kDA) também foram descritas por [25]. Castro et al. [26], estudando o perfil das
proteinas do PS, em touros da raga Gir, identificaram elevada concentragdo de uma
proteina (61,8 kDa) no sémen de alta congelabilidade, sugerindo um possivel marcador
bioquimico para predizer o potencial de criopreservacao do sémen bovino. No PS de
suinos, [29] observaram a presenca de nove bandas polipeptidicas com pesos
moleculares variando de 11,97 a 122,52 kDa; concluiram que a presenga do
polipeptideo de 26,58 kDa estava associado com a baixa IMP do espermatozoide, pds-
descongelacao.

Entretanto, nenhuma diferenga significativa foi encontrada para a concentragao de
proteina total do PS entre os grupos HoA e HoM, com o maior (50,644+2,63 mg/mL) e o
menor (19,59+1,43 mg/mL) valor, respectivamente, observado para o grupo HoA e
HoM. Esses valores foram inferiores aos relatados por [31], [28] e [24], com 5,17 a
6,08 g%, 3 a 8 g% e 8 a 24, 36 g/dL, respectivamente, podendo ser em decorréncia da
dieta oferecida ou variacao racial. A presenga de dois touros em cada grupo, com as
maiores médias, sugere que o PE das proteinas pode ser mais importante do que a
concentracao de PT no estabelecimento de amostra de sémen com melhor qualidade. O
padrao eletroforético D apresentou médias de proteina total superiores aos demais PE,
excecao ao PE tipo G.

Concluindo, os resultados mostraram um efeito benéfico do PSH sobre as taxas de
clivagem, mas ndo para todos os testes utilizados neste experimento, excecdo para a

integridade da membrana plasmatica. Além disso, o perfil eletroforético das proteinas
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do PS, de concentragdo de testosterona e de proteina total variaram entre touros. Assim,

um ensaio de campo deve ser realizado, a fim de melhor compreender esses achados
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Estatistica descritiva (média e desvio padrdo) das varidveis espermaticas pré-congelacdo (s€émen

fresco) para os grupos homospérmicos e touros

Concentracio Motlidade Vigor DM Dm Normais
Grupo Touro
(milhdes/mL) (%) (0-5) (%) (%) (%)
5 1140 + 9354 72 + 274 5 + 0 4,8 + 0,8 56 £ 0,55 89,6 + 1,14
6 749 + 1572 71 £ 224 5 £ 0 4,8 + 0,8 5+ 1,58 90,2 £ 1,64
oA 7 1318 + 354,77 78 + 5,7 5+ 0 5+ 0,7 42 + 13 90,8 + 1,48
8 976 + 231,3 71 + 224 5 £ 0 28 + 0,8 38 £ 1,1 934 + 1,14
Média 1046 + 301,8 * 73 + 441 ° 5 + 0 * 43 + 12 46 + 1,31 91 + 1,95
9 1314 + 1358 63 + 447 4 + 05 122 £ 1,3 11,8 + 2,05 76 + 245
HoM 10 1220 + 2814 63 + 2,74 4 + 08 12 £ 1,6 142 + 084 73,8 + 1,92
11 1038 + 1983 65 + 0 4 £ 0 126 + 1,8 11,6 £ 1,52 758 + 3,11
12 1190 + 1682 65 + 0 4 £ 0 12 + 0,7 12,8 + 0,84 752 + 0,34
Média 1191 + 212,5 * 64 + 2,62 * 4 £ 0,5 ° 122 + 13 ® 12,6 + 1,67 * 752 + 224

+b Meédias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, diferem ente si (P < 0,05).
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Tabela 2
Valores da média e desvio padrao das varidveis da cinética espermatica para os grupos
heterospérmico e homospérmicos e touros

Grupo Touro MT (%) MP (%) VAP (um/s)

Bo/Po 42,40 + 1345 °© © 31,80 + 11,08 ° P 8332 + 4,95 °°© CDE

Ca/Av 66,60 + 996 ° ABC 4620 £ 978 ¢ AP 91,04 + 3,92 ° ABCD

PSH
Vo/Ch 60,00 = 13,78 ° AB¢ 4600 + 1020 * 4B 76,10 + 481 ©° E
Ke/Ma 83,40 + 518 & A 52,60 + 503 * B 101,94 + 12,18 * AB
Média 63,10 + 1821 44,15 + 11,58 88,10 = 11,88
Vo 64,40 + 15,77 * ¢ 4560 + 13,16 * B 7932 + 732 °© DF

Ke 73,40 + 7,02 * 4B 50,00 = 4,18 * AP 88,16 + 7,11 ° BCDE

HoA

Bo 7560 + 541 * A 53,00 + 583 * A 9788 + 3,75 * AP

Ca 7440 + 1246 * B 52,40 + 8,56 @ AB 89,16 + 561 ° ABCDE

Média 71,95 + 11,06 * 5025 + 847 ¥ 88,63 + 877 *

Po 49,60 + 1343 ¢ € 33,40 + 11,63 ° 7B 90,14 + 3,97 ©° ABCDE

Ma 83,00 + 3,08 * * 51,60 + 4,67 * 2B 102,78 + 10,12 * A
HoM

Ch 6580 + 1439 ° 2BC 4840 + 10,01 * AP 80,78 + 549 ¢ DE

Av 68,80 + 16,71 * 4B 43,40 + 1529 ©° AB 9584 + 4,11 © ABC

Média 66,80 + 17,05 * 44,20 + 12,38 =* 92,39 + 10,16 *

2be Medias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si
(P<0,05).*F Médias seguidas de letras maitsculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05).* Médias, na
coluna, ndo diferem significativamente entre si (P>0,05).
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Tabela 3
Valores da média e desvio padrao das variaveis da cinética espermatica para os grupos
heterospérmico € homospérmicos e touros

Grupo Touro VSL (um/s) VCL (um/s) ALH (um)

Bo/Po 66,80 + 2,66 * B 142,02 + 13,69 ©° CPFF 594 + 0,69 P ABD

Ca/Av 7024 + 2,02 ° 2B 15352 + 10,41 b ABCDE 6,18 + 044 b ABC

PSH
Vo/Ch 63,94 + 3,02 ¢ B 11922 + 1042 ¢ F 484 + 053 ¢ P
Ke/Ma 75,96 + 7,71 * * 17744 + 24,87 * AP 7,12 + 077 ¢ A
Média 69,24 + 6,16 148,05 + 26,05 6,02 + 1,01

Vo 63,44 + 456 ° B 129,52 + 16,02 ° DFF 542 + 0,66 ° BP

Ke 67,84 + 408 > B 14762 + 1630 ® BCPEF 594 + 0,71 ® ABD
HoA

Bo 76,06 + 329 * A 160,74 + 6,97 & ABCD 6,40 + 034 ° ABC

Ca 7040 + 280 ° 2B 14380 + 13,02 * CDEF 560 + 0,53 ® B

Média 69,44 + 581 14542 + 16,92 584 + 0,65

Po 6798 + 1,87 ° *® 15506 + 9,15 © ABCDE 6,46 + 055 * ABC

Ma 75,80 + 526 ° A 179,58 + 21,90 ¢ A 720 + 0,78 ¢ A
HoM

Ch 66,04 + 343 ® B 128,56 + 10,76 ¢ F 524 + 040 ® P

Av 7024 + 502 ° AP 164,32 + 7,94 W ABC 6,66 + 032 * AB

Média 70,02 + 533 156,88 + 22,77 639 + 0,89

abe Medias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si
(P<0,05).*" Médias seguidas de letras maitsculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05).* Médias,
na coluna, ndo diferem significativamente entre si (P>0,05).

CALEGARI, R.S. “Influéncia do sémen homospérmico, heterospérmico e do plasma seminal
heterdlogo sobre os parimetros espermaticos e produciio de embrides bovinos in vitro”



104

Tabela 4
Valores da média e desvio padrdo das variaveis da cinética espermatica para 0s grupos
heterospérmico e homospérmicos e touros

Grupo  Touro BCF (Hz) STR (%) LIN (%)

Bo/Po 28,24 + 1,93 ® ABCD 81,60 + 2,61 ® 4B 50,60 =+ 3,78 ©° ABCD

Ca/Av 2644 =+ 1,82 b ABD 7820 + 2,05 ° B 49,00 + 1,87 ° BCP

PSH
Vo/Ch 31,16 + 280 * A 84,60 + 2,07 * * 56,80 + 327 * A
Ke/Ma 24,18 + 255 ¢ P 7460 + 297 ¢ P 44,60 + 3,05 °© P
Média 27,51 + 337 7975 + 445 5025 + 530
Vo 2962 + 296 ° AP 80,60 + 2,61 @ 4B 5220 <+ 3,42 * ABC
Ke 27,16 + 2,02 ® ABCD 7820 + 259 @ B 4920 + 3,70 * BCP
HoA
Bo 2490 + 1,78 °  BCD 7780 + 1,64 * BP 4920 + 2,17 ¢ BP
Ca 2846 + 1,65 °  ABD 80,40 + 3,05 * ABC 52,80 + 3,56 * ABC
Média 27,54 + 2,68 7925 + 2,65 50,85 =+ 345
Po 2532 + 220 ° BCP 77,00 + 3,74 ° BP 4720 +342 ° P
Ma 2400 + 2,74 ° P 7400 + 3,08 ° P 4440 +336 ° P
HoM
Ch 2928 + 2,06 * @ ABC 8220 + 2,05 * /B 5420 + 2,17 * AP
Av 2426 + 285 ° P 7440 + 3,71 ° P 4500 +374 ° P
Média 2572 + 3,15 76,90 + 447 47770 + 497

abeVgdias seguidas de letras mintisculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si (13‘<0,05).A'D
Médias seguidas de letras maitsculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05).*,** Médias, dentro da
coluna, diferem significativamente entre si (P>0,05).
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Tabela 5
Valores da média e desvio padrdo da rapidez do espermatozoide e da integridade de membrana
plasmatica para os grupos heterospérmico e homospérmicos e touros

Grupo  Touro RAP (%) IMP (%)
Bo/Po 39,60 1266 ¢ P 26,00 945 ® BCD
Ca/Av 63,60 9,71 > ABCD 21,00 731 ° P
PSH
Vo/Ch 55,20 13,52 ©° B 25,30 6,12 b BCD
Ke/Ma 81,00 561 ¢ A 46,70 10,47 * 4B
Média 59,85 1827 29,75 12,87
Vo 59,80 1539 & ABCD 38,10 6,69 & ABD
Ke 69,20 7,60 & ABC 38,10 12,25 * ABCD
HoA
Bo 73,60 6,02 * AB 36,90 948 @ ABCD
Ca 71,20 12,32 * ABC 49,50 12,12 * A
Média 68,45 142 40,65 10,89
Po 47,30 1370 ¢ P 16,60 1008 ° P
Ma 80,60 3,78 & AP 40,30 14,44 @ ABC
HoM
Ch 62,20 14,41 b ABCD 28,10 11,57 < ABCD
Av 66,00 17,18 @ ABC 34,20 9,66 * ABCD
Média 64,15 17,08 29.80 13,92

ab¢ Medias seguidas de letras mintisculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si (P<0,05).AP
Médias seguidas de letras maitsculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05). ).*,** Médias, dentro da
coluna, diferem significativamente entre si (P>0,05).
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Tabela 6

Coeficiente de correlagdo entre as variaveis da analise computadorizada do sémen.

Coeficiente de correlagdo

Variaveis .
Experimento

IMP (%) MT (%) 0,649
MP (%) IMP (%) 0,626
MP (%) MT (%) 0,927
MT (%) IMP (%) 0,645
Rap (%) MT (%) 0,997
VAP (um/s) VSL (um/s) 0,910
VAP (um/s) VCL (um/s) 0,977
VAP (um/s) ALH (um) 0,922
VSL (um/s) VCL (um/s) 0,831
VSL (um/s) ALH (um) 0,733
VCL (um/s) ALH (um) 0,976
BCF (Hz) VAP (um/s) -0,803
BCF (Hz) VCL (um/s) -0,859
BCF (Hz) VSL (um/s) -0,539
STR (%) VAP (um/s) -0,830
STR (%) VCL (um/s) -0,882
STR (%) VSL (um/s) -0,534
LIN (%) VAP (um/s) -0,811
LIN (%) VCL (um/s) -0,945
LIN (%) VSL (um/s) -0,525
RAP (%) MP (%) 0,910
RAP (%) VSL (um/s) 0,527
BCF (Hz) LIN (%) 0,939
STR (%) LIN (%) 0,964

MDPp <0,0001
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Tabela 7
Influéncia do sémen homospérmico e do s€émen reconstituido com PS heterdlogo sobre

o desenvolvimento embrionario in vitro.

Desenvolvimento embrionario — n (%)

Grupo n Fertilizados Mo/BI1 BI/Bx/Be
oocitos 72 h* 144 h 168 h
HoA 131 105 (80,15) ° 59 (45,04) ° 45 (34,35)°
HoM 128 99 (77,34)° 56 (43,75)° 48 (37,50) °
PSH 130 120 (92,31)*° 66 (50,77) * 52 (40,00) *

*bMeédias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente entre si (P<0,05).
* Desenvolvimento temporal — h pi.
Dados de seis repeti¢oes foram agrupados.
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Tabela 8
Resultados da média (= DP) para a testosterona plasmatica e proteina total do plasma
seminal de touros da raga Nelore.

Grupo Touro Testosterona'" PT®
ng/dL mg/mL
Vo 833,81 + 22546 °* ABC 49,18 + 240 * 4B
Bo 49499 + 151,34 ©° ABCD 37,43 + 189 ° €
HoA
Ca 856,34 + 24690 * B 50,64 + 2,63 ¢ A
Ke 373,41 + 104,60 ° ©P 2945 + 0,07 ©° B¢
Media 639,64 + 277,66 41,67 + 9,45
Po 23529 + 15258 °©¢ P 41,63 + 259 * €
Ma 900,97 + 351,80 ®© AP 042 + 147 ° BC
HoM
Ch 671,57 + 136,71 b ABCD 19,59 + 143 ¢ E
Av 110941 + 326,70 * * 28,08 + 1,16 ° P
Media 72931 + 410,17 32,93 + 10,33

abe Nedias seguidas de letras mintsculas diferentes, na coluna, dentro do mesmo grupo, diferem entre si
(P < 0,05). P Médias seguidas de letras maitisculas diferentes, na coluna, diferem entre si (P < 0,05). " Nio
existe diferenga significativa entre os grupos (P > 0,05). @ Existe diferenga significativa entre os grupos
(P <0,05).
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Tabelas 9

Média e desvio padrao das varidveis de cinética espermatica e integridade de membrana plasmatica, conforme os padrdes eletroforéticos das proteinas do plasma seminal
de touros da raga Nelore.

PE MT(%) MP (%) VAP (um/s) VSL (umvs) VCL (um/s) ALH (um) BCF (Hz) STR (%) LIN (%) RAP (%) IMP (%)

A 793 £57 ° 523 + 503 ° 1003 + 7,64 ° 7593 + 414 ° 170,16 + 1826 ° 6.8 = 071 ' 2445 + 223 ° 759 = 307 * 468 + 3,68 * 77,0 = 601 ° 386 = 11,65 ©
B 658 +1439 ® 484 + 1001 ™ 80,78 + 549 © 66,04 + 343 ° 12856 + 10,76 " 524 = 04 ¢ 2928 + 2,06 * 822 + 205 " 542 + 217 * 622 + 1441 * 281 = 11,57 *
C 496 + 1343 ° 334 + 11,63 ° 90,14 = 397 ™ 6798 + 187 ° 15506 = 915 © 646 + 055 © 2532 + 22 ® 77 £ 374 ™ 472 & 342 ™ 478 + 137 ° 166 + 1008 °©
D 744 + 1246 * 524 + 856 * 8916 + 561 704 + 28 ®© 1438 + 1302 ® 56 £ 053 ¢ 2846 + 165 © 804 + 305 * 528 + 356 © 712 + 1232 * 495 + 12,12 ®

E 688 +1671 ™ 434 + 1529 ™ 9584 = 411 ™ 7024 + 502 “® 16432 = 794 * 666 + 032 ® 2426 + 285 ° 744 = 371 °© 45 £ 374 ¢ 66 + 17,18 ™ 342 £ 966

F 734 =702 ° 50 £ 4,18 ® 88,16 = 7,11 * 6784 = 408 ° 14762 + 163 ® 594 = 071 * 27,06 + 2,02 ® 782 x 259 ™ 492 + 37 ¢ 92 + 76 * 381 = 1225 *

G 644 =1577 ™ 456 + 13,16 7932 £ 732 ° 6344 £ 456 ° 12952 = 1602 " 542 = 0,66 ° 2962 £ 296 ° 80,6 = 2,61 © 522 x 342 © 598 x 1539 * 381 = 669

*be Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente entre si (P < 0,05).
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Tabela 10
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Me¢dia e desvio padrio das mensuragdes de proteina total do plasma seminal e de
testosterona plasmatica, conforme o padrio eletroforético das proteinas do plasma

seminal de touros da raca Nelore.

PE PT (mg/mL) Testosterona (ng/dL)

A 39,92 + 320 @ °© 697,98 + 333,12  *°
B 19,59 + 143  °© 671,57 + 136,71 abe
C 41,63 + 259 23529 + 152,58 ¢
D 50,64 + 2,63 ° 856,34 + 24690 °
E 28,08 + 1,16 110941 + 326,70  °
F 2945 + 0,07 ¢ 373,41 + 104,60 %
G 4918 + 240  ® 833,81 + 22546  ®

*¢ Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente entre si (P < 0,05).
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Fig. 1. Eletroferograma dos padrdes de proteinas do plasma seminal de touros portadores de
sémen de alta e média congelabilidade, da raca Nelore, fracionadas em eletroforese vertical
(SDS-PAGE 10%).
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CONCLUSOES GERAIS
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Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

1 - ndo houve diferenca entre o sémen heterospérmico e homospérmico para os
pardmetros espermaticos, avaliados através da técnica de andlise computadorizada e
integridade de membrana plasmatica, independentemente da amostra seminal ser de alta

ou média congelabilidade;

2 - que as amostras seminais dos touros apresentaram significativa variacdo nas médias
dos parametros espermaticos, independentemente do grupo, caracterizando distinta

individualidade entre os animais;

3 - 0 s€men heterospérmico ndo promoveu aumento nas taxas de fertilizagdo in vitro e
nem na formag¢do de moérulas e blastocistos, em comparagdo com o sémen

homospérmico;

4 - ndo houve diferenca entre o sémen reconstituido com plasma seminal heterélogo e
homospérmico para os pardmetros espermaticos, avaliados através da técnica de analise

computadorizada;

5 - o melhor resultado de integridade de membrana plasmatica no grupo de touros
classificados como tendo sémen de alta congelabilidade parece refletir a melhor

qualidade espermatica desses reprodutores;

6 - 0 sémen reconstituido com PSH foi efetivo em aumentar as taxas de fertilizacdo in
vitro, provavelmente devido a presenca de fatores benéficos no plasma seminal de

touros portadores de s€émen de alta congelabilidade;

7 - o sémen reconstituido com PSH ndo proporcionou aumento da porcentagem de
moérulas e blastocistos produzidos in vitro, possivelmente em decorréncia da

composi¢do do meio cultivo;

8 - ndo houve diferenca significativa entre a concentragao de testosterona plasmatica e

os grupos de alta e media congelabilidade;
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9 - houve diferenca significativa entre a concentragao de proteina do plasma seminal e
os grupos de alta e media congelabilidade, porém, as maiores médias de PT foram

obtidas no grupo de s€émen com alta congelabilidade;

10 - as proteinas do plasma seminal caracterizaram-se por apresentar sete padroes de
migragdo eletroforética (A, B, C, D, E, F e G), constando de 20 a 25 bandas,

distribuidas em trés regides principais (I, II e I1I);

11 - maior numero de bandas foi detectado na zona III, a qual, também, revelou a
presenca de bandas mais difusas e intensamente coradas, enquanto que um menor

numero de bandas, mais estreitas e fracamente coradas, foi observado na zona I;

12 - o padrao eletroforético classificado como A, apresentou um maior niimero de
variaveis com médias mais altas em comparagdo com os outros padrdes, apds analise

computadorizada do sémen;

13 - a concentragdo de testosterona plasmatica foi mais elevada para os padrdes
eletroforéticos D e E do que o C, sugerindo uma influéncia do PE sobre a concentracao

desse hormonio esterdide;

14 - o padrio eletroforético D apresentou médias de proteina total superiores aos demais

PE, exce¢do ao PE G;

15 - inimeras correlagdes, positivas e negativas, foram observadas entre a maioria das

variaveis estudadas através da técnica CASA, nos dois experimentos.
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Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors
must have materially participated in the research and/or article preparation, so roles for all
authors should be described. The statement that all authors have approved the final article

should be true and included in the disclosure.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data,
(2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final

approval of the version to be submitted.

Changes to Authorship
This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship

of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an
author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name
should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-
mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In
the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from the author being
added or removed. Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded by
the Journal Manager to the corresponding author, who must follow the procedure as described
above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests and
(2) publication of the accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship has

been agreed.
After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or

rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same policies as

noted above and result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
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Agreement' (for more information on this and copyright see http://www.elsevier.com/copyright

) Acceptance of the agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An
e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together
with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.
Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or
distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations and

translations (please consult http://www.elsevier.com/permissions ). If excerpts from other

copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in

thesecases: please consult http://www.elsevier.com/permissions

Retaine Author Rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are

referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights

Role of the Funding Source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study
design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in
the decision to submit the paper for publication. If the funding source(s) had no such

involvement then this should be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding

Funding Body Agreements and Policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles
appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing

agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies

Sponsored Articles

This journal offers authors the option to sponsor non-subscriber access to their articles on
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Elsevier's electronic publishing platforms. For more information please view our Sponsored

Articles page at http://www.elsevier.com/sponsoredarticles

Language Services

Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and post-

submission please visit http://www.elsevier.com/languagepolishing or our customer support site

at =+http://epsupport.elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses

nor takes responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through
our services or in any advertising. For more information please refer to our Terms &

Conditions: http://www.elsevier.com/termsandconditions

Submission

Submission to this journal proceeds totally online. Use the following guidelines to prepare your

article. Via the online submission site of this journal (=+ http://ees.elsevier.com/therio/ ) you

will be guided stepwise through the creation and uploading of the various files. The system
automatically converts source files to a single Adobe Acrobat PDF version of the article, which
is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source files are
converted to PDF at submission for the review process, these source files are needed for further
processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail and via the author's homepage, removing the

need for a hard-copy paper trail.

Referees

Please submit, as part of the covering letter with the manuscript, the names, full affiliation
(department, institution, city and country) and email addresses of up to 5 potential Referees.
Appropriate Referees should be knowledgeable about the subject but have no close connection
with any of the authors. In addition, Referees should be from institutions other than (and
preferably countries other than) those of any of the Authors. You may also suggest reviewers
you do not want to review your manuscript, but please state your reasons for doing so. The
Editors retain the right to choose reviewers as deemed appropriate. All submissions will be
reviewed by at least two anonymous reviewers to evaluate them for originality, clear statement
of a hypothesis, appropriate experimental design, completeness of methods, a logical and

comprehensive discussion, and conclusions that are supported by data.

CATEGART R S “Influéncia do <édmen hamasnérmica. heterasnérmica e do nlagcma <eminal



137

PREPARATION

Language

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture
of these). Use decimal points (not decimal commas); use a space for thousands (10 000 and

above).

Use of Word-processing Software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format and double spaced. It is important that all pages and lines are
numbered. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word processor's
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. Do not embed "graphically designed" equations or tables, but prepare these
using the word processor's facility. When preparing tables, if you are using a table grid, use only
one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not
spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:

http://www.elsevier.com/guidepublication). Do not import the figures into the text file but,

instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and on the
manuscript. See also the section on Electronic illustrations. To avoid unnecessary errors you are
strongly advised to use the "spell-check" and "grammar-check" functions of your word

processor.
LaTeX

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The article
should preferably be written using Elsevier's document class "elsarticle", or alternatively the

standard document class "article".

The Elsevier LaTeX style file package (including detailed instructions for LaTeX preparation)

can be obtained from the Quickguide: http://www.elsevier.com/latex. It consists of the file:

elsarticle.cls, complete user documentation for the class file, bibliographic style files in various

styles, and template files for a quick start.
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Article Structure

Subdivision - Numbered Sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1. (then 1.1.1., 1.1.2., ...), 1.2., etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to "the text". Any subsection
may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line, with one

blank line above and below each heading.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results. In most cases, this section should not exceed

approximately 2 double-spaced pages.

Materials and Methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should

be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise, and should correspond to data collection as described in

Materials and Methods.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of

published literature.
Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may

stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Essential Title Page Information

Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid

abbreviations and formulae where possible.
Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
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done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of

each affiliation, including the country name, and, if available, the e-mail address of each author.

Corresponding author. Clearly indicate who is willing to handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the

complete postal address.

Present/permanent address. 1f an author has moved since the work described in the article was

done, or was visiting at the time, a "Present address™ (or "Permanent address") may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must
be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such

footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
but if essential, they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at

their first mention in the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.

These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article.
Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
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and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,

writing assistance or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI).

If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUPAC:

Nomenclature of Organic Chemistry: =+http://www.iupac.org/ for further information.

Genbank

DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite "gene accession
numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA
sequences about which further information can be found in the databases at the National Center
for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Authors are
encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter or number
can result in a dead link. Note that in the final version of the electronic copy , the accession
number text will be linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to

go directly to that source from the article.

Math Formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead
of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to

explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many word processors build footnotes into the text, and this feature
may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in

the Reference list.
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Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Image Manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation
for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with
accordingly. For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific
feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced.
Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long as they do not
obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g.

changes to gamma settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic Artwork

General points

e  Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

e Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times,
Symbol.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Produce images near to the desired size of the printed version.

Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions You are urged to visit this site; some excerpts

from the detailed information are given here.

Formats
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please "save as"

or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
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drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required. DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft

Office applications please supply "as is".

Please do not:

e Supply embedded graphics in your word processor (spreadsheet, presentation)
document;

e Supply files that are optimized for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Non-Electronic Artwork

Provide all illustrations as high-quality printouts, suitable for reproduction (which may include
reduction) without retouching. Number illustrations consecutively in the order in which they are
referred to in the text. They should accompany the manuscript, but should not be included
within the text. Clearly mark all illustrations on the back (or - in case of line drawings - on the
lower front side) with the figure number and the author's name and, in cases of ambiguity, the

correct orientation.

Mark the appropriate position of a figure in the article.

Color Artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files)

and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color
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figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color
on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color in print or on the Web only. For further information on the

preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to
"gray scale" (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in

addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure Captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure.
A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and

abbreviations used.

Text Graphics

Present incidental graphics not suitable for mention as figures, plates or schemes at the end of
the article and number them "Graphic 1", etc. Their precise position in the text can then be
indicated. See further under Electronic artwork. If you are working with LaTeX and have such
features embedded in the text, these can be left, but such embedding should not be done
specifically for publishing purposes. Further, high-resolution graphics files must be provided

separately.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to
tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical
rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate

results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
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versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either "Unpublished results" or "Personal communication" Citation of a reference as "in press"

implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given. Any further information, if known (DOI, author
names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can
be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be

included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations

in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference Style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given. Example: "..... as

demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result..."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they

appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Connor EE, Ashwell MS, Dahl GE. Characterization and expression of the bovine growth
hormone-releasing hormone (GHRH) receptor. Domest Anim Endocrinol 2002;22:189-99.

Reference to a book:
[2] Van Zutphen LFM, Baumans V, Beynen AC. Principles of Laboratory Animal Science,
Revised Edition. Elsevier B.V., 2001.

Reference to a chapter in an edited book:
[3] Betteridge KJ. Embryo Transfer. In: Reproduction in Domesticated Animals, King GJ (Ed.),
World Animal Science B9, Elsevier B.V., 1993, pp. 413-8.
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Journal Abbreviations Source
Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal abbreviations: =+
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of serial title word abbreviations: =+

http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service): =+

http://www.cas.org/sent.html.

Supplementary Material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets, sound
clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: =+

http://www.sciencedirect.com In order to ensure that your submitted material is directly usable,

please ensure that data are provided in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and
descriptive caption for each file. Video files: please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your supplementary information. For more
detailed instructions please visit our artwork instruction pages at

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

Additional Style Notes

Please use the following words, phrases, abbreviations, and stylistic conventions

e Avoid the word "injected," (e.g., "Cows were injected with cloprostenol") but include
the generic name, proprietary name, dosage and route of administration (e.g., "Cows
were treated with cloprostenol [Estrumate 500 pg im]").

o Either cite a P value (recommended for Abstract and for Results) or use the term
'significant' (recommended for Discussion), but do not do both.

e Terms with a specific statistical meaning (i.c. significant, tended and correlated), should
only be used in a strict statistical context.

e Numbers less than 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for unit

of measure, e.g. five embryos, 5 min
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Use the following expressions

e transrectal palpation, not rectal palpation

e nucleus transfer, not nuclear transplant

e estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior

e sperm can be used as both noun and adjective

e 120to 125, not 120-125

e treatment by period, not treatment X period

e gravity: 100 X g (in lieu of speed for centrifugation)

e magnification: X 100

¢ identification number of an animal: No. 10, but 30 animals: n = 30

e 3d, Day 3 (define Day 0)

Standard definitions

e oogonium: female gamete before meiosis

e oocyte, primary: female gamete from onset of the first maturation division (meiosis)
until extrusion of the first polar body

e oocyte secondary: female gamete from onset of second meiosis until extrusion of the
second polar body

e ovum: female gamete from the end of both meiotic divisions until the union of the male
and female pronuclei (differs from the common use of ovum as a general term for any
female gamete)

e germinal vesicle: nucleus of the ovum

e zygote: a fertilized ovum, from the fusion of the male and female gamete to completion
of first cleavage

e embryo: a conceptus from 2-cell stage to the stage when cell migration and
differentiation are largely complete

o fetus: a conceptus after organogenesis is mostly complete (primarily increasing in size)

e conceptus: an embryo or fetus with all its membranes and accessory structures

e abortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life

e premature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of
independent life

e stillbirth: avoid this term (use fetal death or abortion)
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Abbreviations

Never use an abbreviation to start a sentence. Some abbreviations may be used anywhere else,
including the manuscript's title and figure and table titles and legends, without definition; others
may not be used in the title, but may be used in the text without definition. In general,
abbreviations must be defined when used for the first time (this may be avoided in the
ABSTRACT if necessary to conserve space). To make reading the paper more pleasant, avoid
using abbreviations and acronyms; instead use short synonyms, for instance: for "Cesarean

section" instead of "CS" use "section" or "hysterotomy."

The following abbreviations may be used in the text without definition (note that abbreviations

exclude periods):

Al ANDVA ADP ATP BSA
cAMP CL DEAE-cellulose  DMSO DNA
eCG EDTA EGF ELISA FSH
GH GnRH hCG HEPE ShMG
IvVC IVF IV LH MOET
MSH miMNA MNAD NADH PBS
PGF2n PGEM PIPES PRID PEL
RIA RMA SDS-PAGE SCNT TRH
TRIS IRMNA TSH

Units of Measure:

cpm - counts per min

dpm - disintegrations per min
g - gram

ga - gauge of hypodermic needle
h - hour

kg - kilogram

L - liter

mL - milliliter

pL - microliter

m - meter

min - minute

mo - month

sec - second

v:v - volume ratio

wk - week
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wt/vol - weight per volume

yr - year

Routes of treatment:
id - intradermal

im - intramuscular
iu - intrauterine

iv - intravenous

sc - subcutaneous

po - oral

Statistical expressions:

ANOVA - analysis of variance
CV - coefficient of variation

df - degrees of freedom

F - variance ratio

NS - not significant

P - probability

SD - standard deviation

SEM - standard error of the mean

r - correlation coefficient

Additional information:

e For issues of style and format not addressed here, please consult Scientific Style and
Format: The CBE Manual for Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition.

e For spelling, word formation and divisions, plurals, possessives, meanings and usage,
consult the CBE Manual or a current English language collegiate-level dictionary.

e For conflicts between instructions in this Guide and any of the references, the Guide
takes precedence. Do not hesitate to contact the Editorial Office if you have any

questions about the preparation of your manuscript.

Submission Checklist

It is hoped that this list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal's Editor for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any

item.
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Ensure that the following items are present:
One Author designated as corresponding Author
* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded
» Keywords
* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

* References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

* color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of
charge) and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-
white in print

* If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also supplied

for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at o

http://epsupport.elsevier.com

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the
publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it
is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not
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