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RESUMO

A despeito das inlmeras variaveis que influenciam direta e indiretamente a fertilidade das
fémeas bovinas, a quaidade das amostras seminais exerce um papel importante na
determinagdo das taxas de concepcao dos programas de inseminacdo artificial. Os objetivos
dessa pesquisa foram comparar a efetividade de dois diluidores de criopreservacéo de
sémen bovino no processamento de amostras seminals apresentando diferentes
concentracfes esperméticas em relagdo aos indices de congelabilidade determinados
laboratorialmente (Experimento 1) e as taxas de concepgdo proporcionadas por cada
metodologia quando utilizada em programas de inseminagdo artificial em tempo—fixo
(IATF) em bovinos (Experimento 11). No Experimento | foram utilizados 14 gaculados de
diferentes touros da raca Nelore. Cada gaculado foi fracionado em oito aliquotas iguais,
submetidas a criopreservagdo com os diluidores Tris-gema de ovo-frutose (meio TRIS) e
MKA nas concentracfes de 12, 25, 50 e 100 milhdes de espermatozdides totais por mililitro
de melo, formando oito grupos experimentais em funcdo das varidveis diluidor e
concentragdo. As amostras foram descongeladas a 46 °C por 20 segundos, avaliando-se 0s
padrbes de motilidade através do método computadorizado (CASA), integridade de
membrana plasmatica (IMP), resisténcia ao teste de termorresisténcia rapido (TTR) e taxa
de recuperacd0 e IMP apds selecdo espermédtica pela técnica de “swim-up’. Para o
Experimento Il foram selecionados sete touros utilizados no Experimento I, obtendo-se um
gjaculado de cada animal por eletrogaculacdo. As sete amostras seminais originadas foram
misturadas integramente no ato da colheita (“pool de sémen”) e criopreservadas formando
oito grupos experimentais. TRIS, 12, 25, 50 e 100, e MKA 12, 25, 50 e 100, de acordo com
0 meio de congelagdo e concentragcdo espermética. Apos prévia avaliagdo laboratorial as
amostras foram utilizadas para a inseminacéo artificial em tempo-fixo (IATF) de 475 vacas
no inicio da estagdo de monta de 2006. Todas as vacas foram submetidas a 2 exames ultra-
sonograficos ovarianos realizados no momento da |ATF e dois dias ap0s para a constatacdo
da ovulagdo. Dentre as variaveis de movimento geradas no Experimento | foram
observadas diferencas significativas entre os dois diluidores para a amplitude lateral de
cabeca espermética (ALH), freqiéncia de batimentos (BCF), retilinearidade (STR) e
linearidade (LIN) independente da concentracdo espermatica. A velocidade curvilinear
(VCL) foi estatisticamente superior para os espermatozoides criopreservados em diluidor
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TRIS em relacdo a0 MKA, exceto para a concentragcdo de 100 milhdes de espermatozdides
por mL. N&do foi observada influéncia do meio diluidor ou da concentragdo espermética
guanto a IMP poOs-descongelacdo e pOs sMm-up, taxa de recuperacdo espermética e
resisténcia a0 TTR. Os indices médios de concepcdo obtidos para as vacas ovuladas foram
de 57,63, 60,31, 59,26 e 62,50 para as amostras seminais criopreservadas em diluidor MKA
e 45,61, 48,84, 60,34 e 70,59 para os gaculados processados em diluente TRIS,
respectivamente nas concentragcdes de 12, 25, 50 ou 100 milhdes de espermatozdides por
mililitro. Frente aos resultados obtidos nos Experimentos | e 11, conclui-se que o diluidor
MKA promoveu uma maior protecdo as células esperméticas durante o processo de
criopreservacdo resultando em um melhor padrdo de movimento espermatico pos-
descongelacdo, independente da concentragdo espermética por palheta semina. Embora
ndo evidenciada a interagdo entre o meio de criopreservacdo seminal e os indices de
fertilidade (0,05<p<0,10), foram observados resultados de concepgcdo similares para
amostras congeladas em meio MKA independentemente da dose inseminante. Para
amostras criopreservadas em meio TRIS foi observada resposta significativa para o
aumento da concentragdo de espermatozoides inseminados e os indices de concepcdo de
vacas submetidas a IATF, sugerindo um efeito compensatério provavelmente relacionado a
menor eficiéncia do processo de congelagdo. Resposta significativa e linear foi encontrada
para 0 aumento da dose inseminante em relacdo aos indices médios de concepcdo das vacas
inseminadas, indicando que a concentragcdo de espermatozoides processados em palhetas de
0,5 mL exerce importante influéncia sobre os indices de concepcdo de vacas submetidas
aos protocolos de IATF.

Palavras-chave: Congelabilidade espermética; Criopreservagdo; Diluidor; Dose

inseminante; Inseminagdo artificial em tempo-fixo; Sémen bovino.
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ABSTRACT

Although there are many variables which directly or indirectly influence female bovine
fertility, the quality of sperm samples plays a important role in the determination of
conception rates in artificial insemination programs. The aim of the present study was to
compare the efficiency of two bovine semen extenders for sperm freezing with different
spermatic concentrations in the freezability determined by lab tests (Experiment 1), and
conception rates after fixed time artificial insemination (FTAI; Experiment 11). In
Experiment | 14 gaculates of different Nelore bulls were used. Each gaculate was split-
sampled in to eight equal parts and then submitted to cryopreservation with Tris-egg yolk
fructose (TRIS) and MKA extenders, at concentrations of 12, 25, 50 and 100 millions
spermatozoa per milliliter forming eight experimental groups. The samples were thawed at
46 °C for 20 seconds, and the following parameters were evaluated: sperm motility and
movement (by computer-assisted semen anaysis - CASA), sperm membrane integrity
(SMI), resistance to the fast thermoresistance test (TT), recovery rate and sperm membrane
integrity after sperm selection through swmim-up technique. Seven of 14 bulls used in
Experiment | were selected for Experiment 11, and semen was collected from each of the
animals by electrogaculation. The seven gaculates obtained were mixed (semen pool) and
cryopreserved, thus forming eight experimental groups according to the freezing extenders
and sperm concentrations/straws. TRIS 12, 25, 50 and 100, and MKA 12, 25, 50 and 100.
At the beginning of the breeding season and after a preliminary lab evaluation, 475 cows
were used in the FTAI. All the animals were submitted to two ovarian ultrasound
examinations, with the first at the time of FTAI, and the second two days later, in order to
confirm ovulation. In Experiment | with regard to the movement variables, significant
differences between the two extenders were observed for amplitude of lateral head
displacement (ALH), beat cross frequency (BCF), straightness (STR) and linearity (LIN),
regardless of spermatic concentration. The velocity curved line (VCL) was statistically
higher for semen frozen in TRIS than to MKA extender, except for concentration of 100
million spermatozoa per mL. No influence was observed either for extender or spermatic
concentration in relation to SMI after thawing and sMm-up, spermatic recovery rate and
TT. The average conception rates obtained for ovulated cows were 57,63, 60,31, 59,26 and
62,50 % for seminal samples cryopreserved in MKA, and 45,61, 48,84, 60,34 and 70,59 %
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for those processed in TRIS, at concentrations of 12, 25, 50 or 100 million spermatozoa per
milliliter, respectively. Based on the results obtained in Experiments | and Il we can
conclude that MKA provided greater protection for spermatic cells during the freezing
process, thus resulting in a better spermatic motility pattern after thawing regardiess of
spermatic concentration per straw. Even though an interaction between freezing extenders
and fertility rates was not evident (0,05<p<0,10), similar conception rates were observed
for samples frozen in MKA regardless of the insemination dose. For samples cryopreserved
in TRIS, a significant response to the increase in inseminated spermatozoa concentration
and conception rates of FTAI cows was observed, which suggests a compensatory effect,
probably related to the lower efficiency of the freezing process. A significant and linear
response for the increase of insemination dose, in relation to average conception rates of the
animals inseminated was also found. This indicates that the concentration of spermatozoa
processed in 0,5 mL straws significantly influences the conception rates in cows submitted
to FTAI protocols.

Key Words: Sperm freezahility; Cryopreservation; Extender; Insemination dose; Fixed-

timed artificial insemination; Bull semen.
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1.0- INTRODUCAO

Ao longo das Ultimas décadas, diversos trabalhos tém sido realizados visando aprimorar 0s
sstemas de producdo de bovinos de corte, sga através de dternativas isoladas, ou pacotes
tecnoldgicos. A carne bovina figura como um dos principais produtos de exportacdo nacional. No
periodo de janeiro a outubro de 2006 a exportacdo de carne brasileira rendeu US$ 3,1 bilhdes em
receita cambial, valor 22,8% maior em relacdo aos resultados apurados no mesmo periodo do ano
anterior (PRATINI, 2006).

O papel de destaque da carne e dos sub-produtos industrializados na geragdo do produto
interno bruto naciona (PIB) apontam para um novo panorama de producdo pecudria. Segundo
Moraes (2002) atuamente ndo se faz necess&rio apenas 0 aumento da produtividade do setor
pecuario, mas a capacidade de se produzir com sustentabilidade e competitividade garantindo a
continuidade da “exploragdo” animal pelas geragOes futuras.

Vinculada diretamente a0 sistema de producdo, a inseminacdo artificial (IA) figura como a
técnica mais importante ja idedlizada para melhoramento animal (NUNES, 2002), atuando na
otimizagdo e globalizacdo de material genético de touros zootecnicamente superiores.

Entretanto as deficiéncias basicas de mangjo nas propriedades e a fata de mdo de obra
especidlizada tém limitado a difusdo da técnica na maior parte dos sistemas de producdo
agropecuaria do pais, observando-se que apenas uma pequena parcela das fémeas bovinas em idade
reprodutiva sdo inseminadas anualmente no Brasil.

Os principais empecilhos para a implementacdo dos programas de IA em paises de clima
tropical sdo as baixas taxas de deteccdo de estro dos rebanhos e 0 balango energético negativo
(expresso através do escore de condi¢do corporal), sobretudo no periodo pés-parto, condi¢bes que
confluem na determinagdo dos quadros de anestro, comumente observados em rebanhos de corte

formados por animais Bos indicus ou seus cruzamentos. O anestro pés-parto determina 0 aumento do



intervalo entre partos (IEP), que por sua vez leva a uma menor eficiéncia reprodutiva em virtude da
diminuicdo das taxas de servigo, e por conseqiiéncia, um menor nimero de vacas s80 inseminadas a
cada ano.

Em virtude das dificuldades encontradas para a implementacéo da IA na grande maioria dos
sistemas de producgdo, diversos protocolos hormonais capazes de regular o crescimento folicular e
ovulagdo foram desenvolvidos ao longo das Ultimas décadas tornando possivel a inseminagédo
artificial em tempo-fixo (IATF).

A 1ATF representa uma importante ferramenta de gestdo dos rebanhos por viabilizar a
utilizagdo da inseminacgdo artificial sem observagdo de estro, diminuindo o impacto do anestro pos-
parto e por consequéncia determinado o aumento das taxas de servico das propriedades, fatores
determinantes de um maior ganho econdmico e genético.

Apesar dos evidentes avancos na producdo de gado de corte e leite vinculados ao
desenvolvimento comercial da IATF, a revisdo de diversos trabalhos envolvendo a utilizagdo de
diferentes protocolos de sincronizacgo em bovinos apontam indices médios de concepcdo ao redor de
40 a 50%, resultados devidamente aceitdvels mas ainda distantes da performance reprodutiva ideal,
tornando onerosa a biotecnologia para alguns sistemas de producéo.

Inimeras causas podem ser apontadas para a amplitude de resultados e/ou indices
insatisfatorios nos programas de IATF, destacando-se os fatores inerentes a fémea bovina como o
anestro pés-parto e baixa condi¢do corpora ao inicio dos protocolos, aém dos diversos fatores
inerentes a qualidade das amostras seminais utilizadas nos programas, como os padrfes de
movimento espermatico, integridade de membrana plasmatica e a dose inseminante praticada.

Embora a inseminagdo artificial utilizando sémen bovino criopreservado represente o tipo de
manejo reprodutivo mais difundido na producdo pecuaria mundial (CURTIS et a., 1998; FUERST-

WALTL et a., 2006; MEDEIROS et al., 2002), poucos avangos tecnolégicos tém sido alcangados



nas Ultimas décadas em relacdo a melhora dos indices de congelabilidade dos e€aculados,
observando-se a perda significativa do potencia de fertilizagdo da maioria das amostras
criopreservadas.

Poucos trabalhos disponiveis na literatura exploram especificamente a relacéo existente entre
a qualidade das amostras seminais e concentracdo de espermatozéides inseminados em relacéo as
taxas de concepcdo obtidas nos programas de IATF, justificando o desenvolvimento de novos
estudos que contribuam para o esclarecimento dessas e de outras questbes que se encontram
intimamente vinculadas ao desenvolvimento do setor pecuario.

Essa dissertagéo baseia-se no estudo da influéncia do meio diluidor para congelacéo de sémen
bovino e da concentragdo espermatica sobre os indices de congelabilidade dos ejaculados (expressos
através dos resultados das andlises computadorizadas do movimento das células esperméticas,
determinagdo de integridade de membrana plasmatica, resisténcia ao teste de termorresisténcia
répido e técnica de separacdo espermatica por sMm-up) e sobre os indices de concepcao observados

para vacas Nelore sincronizadas e inseminadas em tempo-fixo.



2.0- OBJETIVOS

2.1 - Avdliar ainfluéncia do diluidor de criopreservagdo sobre a viabilidade in vitro do sémen bovino

pos-descongelacao.

2.2 - Avdiar o efeito da concentragdo de espermatozoides processados em palhetas de 0,5 mL sobre

a congelabilidade do sémen bovino;

2.3 - Verificar ainfluéncia do diluidor de congelagdo sobre os indices de concepgcdo em programas

de inseminacdo artificial em tempo-fixo (IATF);

2.4 - Investigar a influéncia da concentragcdo de espermatozéides inseminados (dose inseminante)

sobre os indices de concepcdo de vacas Nelore submetidas alATF.



3.0- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Congelacao de Sémen Bovino

3.1.1 -Criopreservacéo Espermética

A partir da introducdo do glicerol como crioprotetor penetrante por Polge em 1949 e,
subsegientemente, a descoberta e utilizacdo do agente dimetil-sulféxido (Me;SO) por Lovelock e
Bishop em 1959, muitas células e tecidos tém sido criopreservados (WOODS et al., 2004). Tao
importante quanto a descoberta dos agentes crioprotetores foi a observacdo de que os
espermatozdides, especidmente bovinos, representavam células passiveis de congelacdo e que
poderiam ser estocados por longos periodos de tempo e utilizados com sucesso nos programas de
inseminacgo artificial (HOLT, 2000°).

A utilizacdo do sémen bovino congelado apresenta diversas vantagens em relacdo as demais
formas de processamento, permitindo a distribuicdo da genética de diferentes touros para o comércio
mundial e atuando na prevencdo de doencas passiveis de transmissdo atraves do sémen
(VERBERCKMOES et al., 2005).

O sucesso da congelac@o espermética depende da efetividade do processamento que atua no
bloqueio completo de todos os processos metabdlicos desenvolvidos pelas células esperméticas,
processos esses que se iniciam prematuramente nos testiculos e que continuam a ocorrer nos
epididimos e apds a gjaculacdo (VISHWANATH & SHANNON, 2000).

Embora a criopreservagdo tenha se tornado um procedimento de rotina na industria bovina da
inseminacdo artificial, admite-se que a maioria dos protocolos utilizados até o presente baseiam-se
em observacOes empiricas (CHAVEIRO et a., 2004) resultando em um numero considerével de

espermatozdides que falham em sobreviver ao processamento (NAGY et al., 2004). A queda de



viabilidade espermatica imposta pela congelacdo/descongelacdo é responsdvel pela reducdo
significativa do potencial de fertilizacdo das amostras congeladas com a maioria das técnicas
vigentes (COOTER et a., 2005; MEDEIROS et al., 2002; NAGY et al., 2004; THUN et a., 2002;
WATSON, 2000).

O processo de criopreservacdo € responsavel pelo decréscimo de 50% a 60% na viabilidade
dos espermatozéides (CHAVEIRO et a., 2006; GRAVANCE et al., 1998, THOMAS et al., 1998),
observando-se diversas ateragcdes bioguimicas e estruturais abrangendo os diversos compartimentos
anatbmicos da célula espermética (acrossomo, ndcleo, mitocondrias, axonema, membrana
plasmética). Segundo Gonzalez (2004), cerca de 85% dos espermatoziides bovinos presentes em
uma amostra seminal sofrem algum tipo de injUria durante o processo de congelacao/descongelacao.

Em criobiologia, ramo do conhecimento que estuda os efeitos das baixas temperaturas sobre
as céulas e tecidos, sdo reconhecidas 3 fases distintas que compde 0 processo de criopreservacdo
segundo Wolfe & Bryant (2001): a refrigeracdo que envolve o decréscimo a partir da temperatura
ambiente até valores acima de 0°C; congelagdo que ocorre na faixa de temperatura entre 0°C a -
40°C, representando 0 estdgio no qual sdo observados os principais danos celulares ou crioinjurias; e
criopreservacdo, que apenas torna-se possivel sob temperaturas abaixo de -40°C.

A fase de refrigeracéo representa a primeira etapa do estresse térmico submetido as células
esperméticas durante a criopreservacdo, envolvendo a diminuicdo da temperatura de 35-30°C para
aproximadamente 4-5°C. As quedas bruscas de temperatura durante o resfriamento podem
determinar ateracOes letais as células espermaticas das mais diversas espécies de mamiferos,
fendmeno definido como choque frio ou “cold chock” (STORNELLI, 2005; WATSON, 2000).

O choque frio caracteriza-se pela queda irreversivel da motilidade espermética, ateragdes
termodinamicas e estruturais da membrana plasmatica (rearranjo dos fosfolipideos de membrana que

sofrem uma transicdo do estado liquido cristalino para a fase gel levando a0 aumento da



permeabilidade celular), alteracbes na atividade enzimdtica e aumento do influxo de cécio
intracelular (HOLT, 2000; JANUSKAUSKAS et a., 1999; MEDEIROS et a., 2002; WATSON,
2000). As principais injarias celulares relacionadas ao choque frio ocorrem entre 15° a 5°C,
temperatura de maior sensibilidade especialmente para os espermatozoides bovinos (STORNELLI et
al., 2005; WATSON, 2000).

Durante a congelacdo as células estdo sujeitas ao estresse resultante da interagdo &gua-soluto
gue surgem a partir do fendmeno de cristalizagdo do gelo (HOLT, 2000°). A criopreservacéo expoe
0s espermatozoides a um ambiente hiperosmaético causando a saida de &gua intracelular, reducéo no
volume da célula e influxo de ions (HOLT, 2000). Nesse estagio 0s espermatozoéides tornam-se
particularmente susceptiveis as altas concentracfes de solutos presentes nas pegquenas porcdes de
melo extracelular que ainda se apresentam em estado liquido, afetando as interagcBes idnicas
indispensaveis a regulacéo enzimética celular (WOLFE & BRY ANT, 2001).

Os efeitos deletérios impostos aos espermatozoides durante a criopreservagcdo apresentam
uma relagdo direta com a velocidade da curva de congelagéo praticada, que por sua vez determina
alteracOes na pressdo osmotica do meio extracelular que envolve as células espermaticas (WATSON,
2000). As dteragdes fisicas que ocorrem durante o processamento do sémen sdo draméticas para 0s
espermatozodides, reconhecendo-se na velocidade da curva congelagdo/descongelacdo a ferramenta
para modulacdo da extensdo e da maneira como as ateragoes fisicas se expressam (CHAVEIRO et
al., 2006).

Segundo Mazur (1970) cada variedade celular apresenta uma velocidade étima de congelacdo
gue garante sua sobrevivéncia ao processamento. Nesse sentido, ataxa ideal de resfriamento deve ser
suficientemente lenta para permitir a plena desidratacéo celular, prevenindo dessa maneira a
formagdo de cristais de gelo intracelulares e, a0 mesmo tempo, répida o suficiente para abreviar a

exposicdo dos espermatozdides as condicbes hiperosméticas crescentes que acompanham a



desidratacdo das células esperméticas, Situagdo que pode determinar a desnaturacdo de
macromoléculas e irreversivel colapso de membranas (FARRANT & MORRIS, 1973; MEDEIROS

et al., 2002; STORNELLI et a., 2005).

3.1.2 - Meios Diluidores

A primeira etapa envolvida na criopreservacdo espermética representa a diluicdo das amostras
seminais em meios especificos, evitando-se os efeitos deletérios relacionados ap metabolismo
espermatico e exposicdo ambiental, garantindo a manutencdo do movimento celular (FOOTE, 1982).
Em virtude de sua importancia, considera-se que os meios diluidores desempenharam o papel mais
importante para o estabelecimento da inseminacdo artificial como prética de manegjo reprodutivo em
bovinos (HURST, 1953).

Segundo revisdes de Foote & Kaproth (2002), guando o sémen bovino congelado foi testado
pela primeira vez comercialmente vérios fatores foram considerados, como os meios diluidores a
serem utilizados, a taxa de resfriamento e a concentracéo de crioprotetores. O principal proposito da
criopreservacdo do sémen é a manutencdo da capacidade fertilizante dos espermatozoides, enquanto
a diluicdo dos gaculados proporciona a maximizagdo do uso de touros geneticamente superiores
(KOMMISRUD et al., 1996).

Assm como o0s protocolos de criopreservacdo empregados, a composicdo dos meios
diluidores apresenta grande influéncia sobre a sobrevivéncia esperméatica durante o processamento,
observando-se uma importante interagdo entre os componentes do melo e as taxas de
refrigeracéo/congelacdo (CHAVEIRO et al., 2006).

A interacdo entre as células esperméticas e o meio diluidor representa um fator crucia para a
preservacdo da integridade espermética e habilidade de fertilizacdo (MANJUNATH et al., 2002).

Segundo Bilodeau et a., (2002) para que sgam alcancados avangos na criopreservacéo do sémen



bovino existe a necessidade de um melhor entendimento sobre as propriedades dos meios diluidores
utilizados.

Os componentes essenciais aos meios de criopreservacdo representam as substancias idnicas
e ndo idnicas responsaveis pela manutencdo da osmolaridade e tamponamento dos diluentes; fontes
de lipoproteinas ou macromoléculas de ato peso molecular necessarias para prevencdo do choque
frio; os crioprotetores como glicerol, etilenoglicol e DMSO; fontes energéticas representadas por
acucares como glicose e frutose; e demais aditivos tais como antibioticos, enzimas e detergentes
(VISHWANATH & SHANNON, 2000).

Segundo Holt (2000) as principais substancias tamponantes responsaveis pela manutencdo do
pH dos meios diluidores de congelagdo representam o citrato de sodio, Tris (tris-hidroximetil-
aminometano) e Tes (N-tris-hidroximetil-aminometano acido sulfénico).

As principais fontes de lipideos e lipoproteinas utilizadas para a confeccdo dos diluentes de
criopreservacao de sémen bovino provém da gema de ovo e do leite de vaca.

Diversos meios utilizando leite integral homogenizado e leite desnatado fresco ou
recongtituido, além da agua de coco, véem sendo utilizados para a preservacdo seminal, embora a
gema de ovo prevaleca como 0 componente mais utilizado para a criopreservagdo espermética de
bovinos (AMIRAT et al., 2005).

A gema é amplamente utilizada como agente crioprotetor ndo permeavel nos diluidores de
criopreservacdo, atuando na protecdo espermética contra o choque frio (MOUSSA, et al., 2002). O
mecanismo de protecdo desempenhado pela gema de ovo ndo é totalmente conhecido (MEDEIROS
et al., 2002), embora diversos trabalhos indiqguem que pequenas fragcbes da gema compostas por
lipoproteinas de baixa densidade (LDLS) sdo responsaveis pela resisténcia ao choque frio (HOLT,

2000; MOUSSA et d., 2002; VISHWANATH & SHANNON, 2000).
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Na maioria dos trabahos cientificos especula-se que 0 mecanismo de acdo das LDLs
relaciona-se a associacdo desses componentes a membrana dos espermatozoides conferindo protecéo
celular. Holt (2000) sugere que a agdo das LDLs, embora ndo totalmente elucidada, deriva
provavelmente de modificagbes na permeabilidade celular a a&gua e ions que se relacionam a
interacdo das liproteinas com estruturas da membrana plasmética dos espermatozoides, eventos que
culminam na ativacdo de bombas ibnicas que afetam o comportamento osmoético celular e a
permeabilidade a crioprotetores como o glicerol.

Em contrapartida, Manjunath et al., (2002) indicam que as LDLSs interagem com proteinas de
baixo peso molecular presentes no plasma semina (familia das BSPs) e que por sua vez atuam na
potencializacdo de moléculas capacitantes como as lipoproteinas de ato peso molecular e
glicosaminoglicanos. Segundo 0s mesmos autores as BSPs atuam diretamente na desestabilizagdo da
membrana plasméatica pela remocéo direta de colesterol e fosfolipideos, atuagdo que é abolida ou
minimizada através da interacdo protéica com as LDLs, indicando, portanto, o mais provével
mecanismo de acdo da gema de ovo na protecao espermética.

A quantidade de gema usualmente utilizada € muito varidvel em funcéo dos diferentes meios
diluidores, observando-se, segundo Vishwanth & Shannon (2000) concentragdes médias de 15% a
30% do volume total dos meios de criopreservagao.

Os crioprotetores penetrantes (CPs) sd0 necessarios para 0 sucesso da criopreservacdo da
maioria das células (CHAVEIRO et a., 2004). Nesse sentido vérias moléculas tém sido testadas em
relacdo a eficacia como agentes CPs, apontando-se, no entanto, o glicerol como crioprotetor de
eleicdo para a congelacdo dos espermatozoides bovinos (GUTHRIE et a., 2002; HOLT, 2000).

Segundo citagOes de Chaveiro et al., (2004) acredita-se que os crioprotetores penetrantes

como o glicerol e DMSO protegem as células esperméticas através de suas propriedades coligativas,
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mantendo a concentragdo de solutos intra e extracelulares em niveis toleravels e atuando na
diminuicdo do ponto de congelagéo.

Apesar de indispensaveis a congelacdo espermatica, os crioprotetores, na dependéncia da
concentracdo utilizada, sdo toxicos e podem acarretar a indugdo de danos a membrana plasmética e
diminuicdo da motilidade espermética (MEDEIROS et a., 2002). Nesse sentido, Guthrie et al.
(2002) observaram que o crioprotetor etilenoglicol determinou maior preservacdo dos padrbes de
motilidade espermatica pos-descongelacdo em relagdo ao glicerol e DM SO, demonstrando os efeitos
deletérios dos CPs em relacéo a viabilidade espermética.

Por sua vez, Gonzalez (2004) testando diversos crioprotetores para a congelagdo de sémen
bovino observou que o glicerol garantiu uma melhor preservacdo (p<0,05) para a motilidade
espermédtica, vigor, integridade das membranas plasmética, acrossoma e mitocondrial quando
comparado ao etilenoglicol e dimetilformamida.

Em virtude dos efeitos toxicos relacionados a adicdo dos diversos CPs aos meios de
congelacdo, diversos estudos exploraram o efeito da concentragcdo e periodo de glicerolizagdo em
relacdo a viabilidade espermética pos-descongelagdo. Usualmente sdo utilizadas concentrages de
glicerol entre 0,25 M (2,25%) a 1 M (9%) observando-se toxicidade espermatica acima desses
valores (FAHY, 1986). A concentracdo ideal de glicerol para a congelagdo de sémen bovino é
influenciada pelos demais componentes presentes nos meios diluidores (WISHWANATH &
SHANNON, 2000), sendo que a quantidade ideal de glicerol é espécie-especifica para a congelagdo
dos espermatozoides das diferentes espécies animais, ndo podendo ser extrapolada, inclusive, entre
os diferentes meios diluidores (CHEN et al., 1993).

Os agucares smples representam a principal fonte de energia presente nos diluentes,

oferecendo suporte a manutencdo celular e movimento espermético (GRIFFIN, 2004).
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Além de matriz energética os agucares desempenham um papel importante na manutencdo da
pressdo osmética e aumento da viscosidade dos diluidores (HOLT, 2000; VISHWANATH &
SHANNON, 2000), além de atuarem na estabilizacgdo das membranas esperméticas atraves da
formagdo de pontes de hidrogénio com grupamentos polares de fosfolipideos de membrana (LIU et
al., 1998), atuando, portanto, como crioprotetores ndo permeaveis no caso dos dissacarideos como
trealose e sucrose ou trissacarideos como a rafinose.

Naturalmente os espermatozoides de diversas espécies apresentam contato com agucares
como frutose e glicose presentes em pequenas quantidades no plasma semina e produzidos e
liberados pelas glandulas anexas durante a gjaculagdo, segundo Mann, (1946). De acordo com o
mesmo autor, 0s espermatozéides bovinos apresentam uma maior atividade enzimética para reducéo
da frutose (aglcar mais abundante no plasma seminal da espécie) em relacdo a outros agucares como
glicose e manose, representando, portanto, a fonte mais rgpida de material glicosilavel para geragcéo
de energiacelular.

O controle do crescimento microbiano representa uma etapa importante na prevencdo das
enfermidades reprodutivas transmitidas através do sémen (GRIFFIN, 2004), justificando a utilizagdo
de antibiéticos nos meios de criopreservagdo. Diversos antimicrobianos como agentes B lactamicos
(penicilinas), aminoglicosideos (gentamicina, estreptomicina e sulfato de amikacing) e macrolideos
(tilosn@) véem sendo utilizados isoladamente ou em associagcbes garantindo o controle do
crescimento de patdgenos que naturalmente se favorecem dos préprios constituintes presentes nos
diluentes, como a gema de ovo ou leite.

Hurst (1953) utilizando a associagéo de antimicrobianos penicilina G cristalina e sulfato de
estreptomicina nos meios diluidores ndo observou o aumento significativo nas taxas de concepcao,
embora tenha concluido que a adicdo de antibiéticos melhorou os indices de concepcdo médios

obtidos por touros gque antecipadamente foram declarados como de baixa fertilidade.
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3.1.3 — Relacdo entre os Meios Diluidores, Congelabilidade Espermatica e Fertilidade

A influéncia dos diversos diluentes de congelacdo de sémen bovino sobre os indices de
fertilidade animal véem motivando uma sé&rie de trabahos cientificos desenvolvidos a partir da
década de 50. Segundo Amirat et al., (2005) o sucesso da IA com sémen bovino congelado implica
na reducdo dos efeitos deletérios impostos as células espermaticas que podem ocorrer
prematuramente a partir da diluicdo das amostras seminais.

Dentre os diversos componentes, a gema de ovo em combinagdo com o tampao Tris (tris-
hidroximetilaminometano) e citrato de sodio representam 0s congtituintes mais comumente
empregados nos diluidores de congelacéo de sémen bovino (VISHWANATH & SHANNON, 2000),
sendo o Tris-gema de ovo 0 meio de criopreservagdo mais utilizado em todo o mundo, segundo
revisdes de Tardiff et a., (1997).

Chen et d., (1993) indicam que os espermatozéides bovinos congelados em meio Tris-gema
de ovo glicose apresentam motilidade pds-descongelagdo similar ou superior as células processadas
em diluidores contendo leite em p6 desnatado.

Senger et d. (1983) apontam uma maior Vviabilidade pds-descongelacdo para
espermatozdides bovinos processados em diluidor Trissgema de ovo em relagdo as amostras
criopreservadas nos diluidores a base de leite em pd desnatado ou citrato-gema.

Griffin (2004) cita uma maior preservacdo acrossomal para espermatozoOides bovinos
congelados em meio Tris-gema de ovo quando comparado aos diluidores citrato-gema (CG) e leite
em po desnatado observando-se, no entanto, uma maior propor¢éo de células morfologicamente
normais pds-descongelacéo proporcionado pelo CG em relacdo ao Tris-gema.

No entanto, apesar dos encorgjadores resultados comerciais e cientificos, comumente sdo
observadas quedas ao redor de 50% nos indices de motilidade espermética pés-descongelacéo para o

sémen bovino criopreservado com o diluidor Tris-gema em relacdo a0 sémen fresco ndo diluido
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(BILODEAU et al., 2002), resultados que justificam a busca por inovagOes biotecnoldgicas
relacionadas ao processamento do sémen de touros.

Thun et a. (2002) utilizando 78 touros de diferentes ragas observaram que 25% das amostras
congeladas com o diluidor Trissgema de ovo citrato de sddio ndo atingiram o indice minimo
estipulado de 50% de motilidade progressiva pés-descongelacdo. No mesmo experimento utilizando
0 processamento “one step” (glicerolizagdo a temperatura ambiente) foi observado que 32% das
amostras congeladas em diluidor Tris-gema apresentaram motilidade progressiva pos-descongelacéo
inferior a 50%.

Crespilho et a., (2006°) e Crespilho et a., (2006° observaram diferencas significativas
(p<0,05) para motilidade progressiva, amplitude lateral de cabeca, fregiiéncia de batimentos,
retilinearidade e linearidade de movimento para espermatozoides bovinos criopreservados em meio
diluidor Botu-Bov® em relagcdo as células processadas em meio Tris-gema de ovo frutose, denotando
amelhora nos indices de congelabilidade espermética proporcionada pelo diluente comercial.

Coelho et d., (2000) avaliando a influéncia do meio diluidor de sémen no desenvolvimento
de ovacitos bovinos em sistema de fertilizacdo in vitro (FIV) observaram a queda significativa nas
taxas de clivagens (p<0,05) obtidas por espermatozéides criopreservados em diluidor Tris-gema em
relacdo as células esperméticas processadas em lactose-gema ou citrato-gema de ovo.

Schenk et al., (1987) ndo observaram diferencgas nas taxas de ndo retorno ao cio aos 75 dias
para vacas inseminadas com espermatozoides criopreservados nos diluidores citrato-gema, TES-
Tris-gema e leite homogeinizado. No mesmo estudo ndo foram observadas interagOes entre os meios
diluidores utilizados e as diferentes doses inseminantes praticadas que variaram entre 11 a 22

milhdes de células totais por pellet seminal.
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Januskauskas et a., (2000) reaizando 5952 IAs utilizando 25 partidas de diferentes touros
observaram indices de concepcdo variando entre 55% a 83%, amplitude de resultados atribuida a
sub-fertilidade de alguns animais utilizados no experimento, sem relagcdo direta a0 meio diluidor
Triladyl® utilizado no processamento das amostras seminais.

Gé&ard & Humblot (1991) redizando 18068 inseminagcbes ndo observaram diferenca
significativa entre a fertilidade média obtida por amostras seminais criopreservadas em diluidor
Laiciphos® ou Trisgema quando a dose inseminante utilizada foi de 16 milhdes de células por
palheta (69,2 vs 69%, respectivamente).

Ja nos trabalhos conduzidos por Kommisrud et al., (1996) avaliando-se o efeito do diluidor de
congelacdo sobre os indices de fertilidade a | A, foram observadas diferencas significativas (p< 0,01)
entre as taxas de concepgdo proporcionadas pelo meio a base de leite em pd desnatado acrescido por
5% de gema de ovo em relacéo ao diluidor comercial Biladyl® que apresenta 20% de gema em sua

constituicao.

3.2 - Avaliagado L aboratorial do Sémen Bovino Congelado

Nas Ultimas décadas diversos métodos de andlise semina foram desenvolvidos, mas apenas
uma pequena parcela dessas inovagdes foram adotadas na rotina de avaliagdo do sémen bovino
congelado (JANUSKAUSKAS & ZILINSKAS, 2002). Embora os testes de 1A ou fertilizacdo in
vitro (FIV) representem as técnicas de maior sensibilidade para o acesso ao potencia de fertilizacdo
das amostras seminais, o0 alto custo e consumo de tempo das avaliagles, aliado a complexidade e
dependéncia da estabilidade laboratorial imposta pela FIV (MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005;
HALLAP et a., 2004), tornam impraticavel a adocdo de tais métodos na rotina da andlise do sémen

bovino.
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Diversos trabalhos desenvolvidos nas Ultimas duas décadas contemplam a adogdo de técnicas
computadorizadas de avaliagdo do movimento espermético, andlise da integridade dos diferentes
compartimentos dos espermatozoides, testes de incubagdo e separacdo de espermética, empregados
isoladamente ou em conjunto, para 0 acesso ao potencial de fertilizagdo das amostras de sémen
congelado.

Segundo Holt (2000°), apesar da obviedade dos danos esperméticos que ocorrem durante o
processo de congelagdo/descongelacdo, pequenas dteracBes esperméticas atribuidas ao
processamento podem se expressar de maneira menos aparente, resultando na queda total do
potencial de fertilizacdo da célula espermética.

Fawcett (1970) indica que 0s principais entraves para 0 sucesso dos processos reprodutivos
correspondem ao transporte dos espermatozoides até o ovdicito e a maneira pela qual as células
esperméaticas realizam o processo de penetracdo no gameta feminino pararealizagdo da singamia.

Nesse sentido, em virtude da natureza multicompartimental dos espermatozoides e da
multifatoriedade que envolve o processo de fertilizacdo, apenas a avaiacdo espermética
multiparamétrica pode apresentar correlagdes solidas com os indices de fertilidade in vivo. A
combinacdo de vérios parametros de qualidade do sémen bovino pds-descongelacdo acessados
através de baterias de testes especificos podem explicar de maneira mais fidedigna as possiveis
diferencas de fertilidade observadas entre touros em relacdo a qualquer avaliacdo esperméatica
tomada isoladamente (HALLAP et al., 2004).

Segundo Braundmeier & Miller (2001), a observacdo de um Unico atributo espermatico ndo
permite mensurar adequadamente o potencial de fertilidade de uma amostra seminal, que depende,

sobretudo, da funcionalidade de diversos componentes da célula espermética.
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3.2.1 - Andlise da Motilidade Espermatica

Uma das principais adaptacOes evolutivas observadas nos animais de fecundacdo interna
representa o desenvolvimento do aparato locomotor espermatico adaptado para a progressao no trato
reprodutor feminino (FAWCETT, 1970).

Os padrdes de movimento desempenhados pelos espermatozéides representam uma das
caracteristicas mais importantes associadas ao potencia de fertilizacdo de uma amostra semina
(SOZANSKA et d., 2005), expressando a capacidade das células esperméticas em transpor as
diversas barreiras representadas pelo trato reprodutor feminino, chegando ao ovdcito. A capacidade
de movimentagcdo dos espermatozoéides representa um dos principais requisitos para a fertilizagdo
(HOLT, 2000), reportando-se uma clara associagdo entre a auséncia de movimento espermatico e 0s
guadros de infertilidade (OLDS-CLARKE, 1996).

Usuamente a motilidade espermética € estimada de forma subjetiva através da avaliacéo
visual das células sob microscopia Optica convencional (ARRUDA et a., 2004; CRESPILHO et dl.,
2006; JANUSKAUSKAS & ZILINKAS, 2002; PESH & BERGMANN, 2006), representando a
principal andlise laboratorial utilizada pelas centrais de |A para o acesso a viabilidade espermética
(GRAHAM, 2001; JANUSKAUSKAS et ., 2001; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2000).

Uma das principais caracteristicas apresentadas pelos espermatozoides criopreservados
representa a queda da motilidade celular (WATSON, 2000), denotando a importancia da observacéo
dos padrdes de movimento espermético como marcadores da eficiéncia do processo de congelagéo.

Apesar da importancia da andlise no contexto da avaliagdo semina, a relagdo entre
motilidade espermdtica e fertilidade permanece contraditéria. Segundo citagdes de Martinez-
Rodriguez (2000) e Martinez-Rodriguez (2005) a correlacéo entre motilidade e fertilidade sofre

grande divergéncia entre os diferentes trabalhos de pesquisa, variando de 0,15 a 0,83.
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A subjetividade da analise, que depende sobretudo da experiéncia do técnico que conduz o
exame, leva a uma baixa acuracia em termos de repetibilidade do teste, determinando uma baixa
correlagdo entre motilidade e fertilidade animal (BRAUNDEMEIR & MILLER, 2001,
JANUSKAUSKAS et al., 2000). De acordo com as citagdes de Sozanska et a., (2005) e Verstegen et
al., (2002), sdo reportadas variagdes de 30 a 60% na estimativa da motilidade espermética para o

mesmo gjaculado quando avaliado subjetivamente por diferentes técnicos.

3.2.2 - Avaliagdo Computadorizada do Movimento Espermatico (CASA)

Com o propdsito da obtencdo de uma técnica que demonstrasse maior repetibilidade para
determinagcdo da motilidade espermética, diversos sistemas que utilizam a andlise computadorizada
de imagens tém sido desenvolvidos e empregados (ARRUDA et a., 2004). A andlise
computadorizada do movimento espermatico (CASA) foi introduzida apartir da década de 80 com o
objetivo de se analisar caracteristicas adicionais relativas aos padrbes de movimento espermético
imperceptivels a avaliacdo visual (SIDHU et a., 1998). Segundo Ferreira (2000) a andise
computadorizada representa indiscutivelmente o maior avanco no campo da avaliagdo do movimento
espermatico.

O sistema CASA representa um método objetivo que gera informagBes importantes a
respeito das propriedades cinéticas de um gjaculado baseando-se na avaliagdo individual das células
(JANUSKAUSKAS & ZILINSKAS, 2002), o que permite a identificacdo de diferentes sub-
populacdes espermaticas em uma amostra (VERSTEGEN et a., 2002).

O detalhamento da cinética celular proporcionada por CASA reflete indiretamente a atividade
metabdlica espermédtica (GIL et al., 2000) e diretamente a qualidade dos espermatozdides presentes

em uma amostra seminal (FARREL et al., 1998).
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Os principais parametros de movimento gerados por CASA correspondem, segundo Arruda
et a., (2004), Farrell et a., (1998) e Ferreira (2000): motilidade total (MT, %) representada pela
soma de todas as células moveis; motilidade progressiva (MP, %), determinada pela porcentagem de
células que se movem progressivamente; velocidade de trgeto (VAP, um/s), € a velocidade média
ininterrupta do trajeto da célula; velocidade progressiva (VSL, unvs), corresponde a velocidade
média percorrida em linha reta entre os pontos inicial e final do trgeto; velocidade curvilinear ou
real (VCL, unvs), que é a velocidade média mensurada de ponto a ponto do trajeto percorrido pela
célula; amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, um), é a largura média da oscilagdo da
cabeca espermética a0 longo do movimento; freqiéncia de batimentos flagelares (BCF, Hz);
retilinearidade (STR, %), é o valor médio da proporcéo entre VSL/VAP = 100; linearidade (LIN, %)
€ o0 valor médio da proporc¢do entre VSL/VCL ~ 100; e velocidade répida (VR, %).

Apesar da grande controvérsia existente a respeito da correlagdo do movimento espermético
com os indices de fertilidade in vivo, sGo observadas diferencas significativas nos padrfes de
movimento entre espermatozoides que alcancam altas e baixas taxas de fertilizacdo (VERSTEGEN
et al., 2002).

Segundo Farrel et a., (1998) a associagdo de mlltiplas varidveis de movimento geradas pela
técnica CASA demonstra uma maior correlacdo com fertilidade in vivo em relacdo a utilizagcdo de

apenas um atributo de movimento.

3.2.3 - Integridade de Membrana Plasmatica (IMP)

As diversas membranas que compde a célula espermética (nuclear, plasmatica, acrossomal e
mitocondrial) representam agregados de lipideos e proteinas assimilados durante a espermatogénese
e modificados durante o trénsito e estocagem nos epididimos e no momento da €aculagcdo

(HAMMERSTEDT et a., 1990). A membrana plasméatica ou plasmalema corresponde ao maior
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dominio de membrana dos espermatozoides, envolvendo a célula espermatica em toda sua extensao
(PESH & BERGMANN, 2006).

A porcentagem de espermatozoides viaveis em uma amostra seminal pode ser definida pela
guantidade de células que exibem estabilidade e integridade de membrana plasmética (GRAHAM &
MOCE, 2005, GRAHAM, 2001; JANUSKAUSKAS et a., 1999; MARTINEZ-RODRIGUEZ,
2005). De acordo com Holt (2000), para que ocorra a fertilizagdo as células esperméticas devem
apresentar uma superficie de membrana quimicamente apropriada para evitar a fagocitose ou a
ligacdo irreversivel as células epiteliais do trato reprodutor feminino.

Segundo PAPA et d., (2000), a presenca de IMP € um pré-requisito para que ocorram 0s
eventos fisioldgicos relacionados ao processo de fertilizagdo, que incluem a capacitacdo espermética,
ligacdo a zona pellcida, reagdo acrossoma e fusdo dos gametas.

Em virtude das caracterigticas intrinsecas aos espermatozoéides, desprovidos de atividade
biossintética, reparadora, de crescimento e diviso (YOSHIDA, 2000), observa-se uma grande
vulnerabilidade celular a0 processo de congelagdo/decongelacdo, resultando, particularmente, na
ruptura e desestabilizagio das membranas durante a criopreservagdo (MARTINES et al., 2006).

Nesse sentido, Vé&rios testes tém sido empregados para a determinacéo da IMP, como as
coloragBes suprarvitais incluindo Tripan-Blue-Giensa e EosinaNigrosina, testes osmoticos
hiposméticos e mais recentemente o uso das sondas fluorescentes, moléculas que atuam através de
reacOes com enzimas citoplasméaticas ou da ligagdo com o DNA espermético (ARRUDA et al., 2004,
BRITO et al., 2003; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005).

As preparacbes empregando a combinacdo de sondas fluorescentes ou fluorocromos,
avaliadas através de microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo, destacam-se como as mais

estudadas e utilizadas na determinagdo da IMP dos espermatozoides, gerando dados quantitativos
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sobre a permeabilidade relativa das membranas, conferindo especificidade na descriminagdo entre
céulas funcionais e afuncionais (GARNER et a., 1986; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2003).

As principais sondas utilizadas para determinagcdo da viabilidade espermética representam o
iodeto de propideo (Pl), SYBR-14, Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA), Hoeschst 33258
(H258) e 33342 (H342), e a Concanavdina A (Conc A) associada ao isotiocionato de fluoresceina
(ARRUDA et d., 2004; HARRISON & VICKERS, 1990).

Embora existam relatos indicando grande variabilidade entre a correlacéo dos indices de
fertilidade com a integridade de membrana plasmética de amostras de sémen bovino congelado
(MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2003), diversos trabalhos sinalizam para efetividade da técnica como
ferramenta de andlise das amostras seminais.

Tartaglione & Ritta, (2004) associando os valores obtidos para a IMP determinada por
coloracOes supra-vitais e teste hiposmético conseguiram explicar 82,4% das variagbes encontradas
nas taxas de fertilizagdo in vitro. O nimero de espermatozoides viaveis presentes em amostras de
sémen bovino congelado correlaciona-se positivamente com fertilidade, sendo reportado que a
proporcdo de IMP avaliada através de sondas fluorescentes representa um dos parémetros seminais
de maior impacto isolado na predicdo do potenciad de fertilizacdo das amostras esperméticas

(JANUSKAUSKAS et d., 2003).

3.2.4 - Testes de Separacdo Espermética

Os procedimentos de separagdo esperméatica permitem a recuperacéo de espermatozoides de
melhor qualidade, exibindo maior proporcdo de movimento progressvo e de céulas
morfologicamente normais, o que justifica a ampla utilizacdo das diversas técnicas nos trabalhos de

fertilizagdo in vitro (SAMARDZIJA et al., 2006).
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Os diferentes procedimentos de separacéo utilizados permitem a remocao dos diluentes de
criopreservacdo, agentes infecciosos, debris e fatores decapacitantes incorporados pelas células
espermaticas durante o transporte e estocagem nos epididimos (SOMFAI et al., 2002).

Dentre os principais métodos de separagdo utilizados destacam-se 0 swim-up, separacdo por
gradiente descontinuo de BSA, filtracdo em coluna de I1&a de vidro, técnica do sedimento ou sminm:
down, filtracdo em coluna de sefadex/filtro de troca ibnica, separacdo por gradiente descontinuo de
Percoll e lavagem mediante centrifugacdo (COELHO et al., 2000).

Apesar da gama de possbilidades, as técnicas que empregam unicamente lavagens e
centrifugacbes como mecanismo basico de separacdo espermdtica podem resultar, direta ou
indiretamente, em danos irreversiveis aos espermatozéides (CENTOLA et a., 1998), havendo,
portanto, a preferéncia por métodos baseados na prépria capacidade de migracdo espermética para
efeito de avaliagdo da qualidade das amostras seminais.

Nesse contexto, o swimup pode ser definido como um teste multifuncional que avadia a
capacidade espermatica em transpor diferentes barreiras fluidas, semelhante ao processo que ocorre
durante o transporte esperméatico no trato reprodutor feminino, representando uma aternativa valiosa
para 0 acesso a viabilidade do sémen bovino congelado.

O snimup mimetiza laboratorialmente o processo de selecdo espermatica que ocorre
naturalmente na juncdo Utero-tubarica do aparelho reprodutor feminino, evidenciando o nimero de
espermatozdides presentes em uma amostra que se encontram aptos ao processo de fertilizagdo
(MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005).

Somfai et a., (2002) observaram uma maior propor¢do de células vidveis (expressa pela
integridade das membranas plasmética e acrossomal) apds a recuperacdo por snvim-up em relacdo ao
mesmo parametro avaliado imediatamente pds-descongelacdo, confirmando a utilidade da técnica

como ferramenta de selecdo de espermatozoides bovinos. Resultados similares foram apresentados
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por Correa & Zavos (1996) que observaram diferencas significativas (p<0,05) na motilidade total e
integridade de membrana plasmética para espermatozoéides bovinos selecionados em meio Ham's F-
10 contendo cafeina em relacdo as amostras seminais ndo submetidas a procedimentos de selecéo
pos-descongelacao.

Segundo Parrish & Foote (1987), 0 nimero de espermatozOides recuperados a0 swim-up
apresenta uma dta correlagdo com a quantidade de células vidveis presentes em uma amostra
seminal. Nesse sentido, Zhang et a., (1999) encontraram correlagdo dignificativa entre os
espermatozéides separados por snvimup (concentracdo e concentracdo de espermatoziides moveis)
com os resultados ao teste de ligacdo a zona pellcida e com a taxa de formac&o de blastocistos na
fertilizagdo in vitro. Martinez-Rodriguez (2003) indica uma correlagdo positiva (r=0,43 - 0,63) entre
nimero de espermatozoiides normais recuperados pos smim-up e os indices de fertilidade in vivo.

Segundo PHILLIPS et a., (2004) todos os parametros gerados a partir da técnica de swim-up
correlacionam-se positivamente com a taxa de ndo retorno ao estro das fémeas bovinas, destacando-
s 0 numero de espermatozdides normais (p<0,01), concentracdo espermatica recuperada e

motilidade total (p<0,02) e nimero de células exibindo movimento progressivo pos swim-up

(p<0,05).

3.3 —Inseminacéo Artificial (1A) Utilizando Sémen Bovino Criopreservado

Ap6s a primeira descricdo da célula espermética por Leeuwenhoek em 1678,
aproximadamente 100 anos se passaram até que a inseminagdo artificial fosse documentada
(FOOTE, 1982). O mérito da primeira inseminagdo descrita cientificamente coube a0 monge e
professor de ciéncias naturais da Universidade de Pavia/ltdlia, Lazaro Spalanzani, que realizou em

1780 uma I A intravaginal em cadela resultando no nascimento de 3 filhotes vidveis. Outros 100 anos



24

se passaram até que o pioneirismo do russo lvanow (1899) determinasse o inicio de uma série de
trabalhos envolvendo a utilizagdo prética da |A em diversas espécies de animais de producéo, além
de ces, raposas e roedores (FOOTE, 2002"). Coube também a0 russo os primeiros esforcos para o
desenvolvimento dos meios diluidores de conservacdo espermética e o treinamento dos primeiros
técnicos encarregados da selecdo de reprodutores cujas progénies seriam multiplicadas através da | A,
representando, portanto, o marco inicial da inseminagdo artificial como ferramenta de producéo
animal.

Anteriormente a0 desenvolvimento dos procedimentos de congelagdo/descongelagdo dos
espermatozdides, a inseminagcdo artificial em bovinos era realizada com sémen fresco
(VERBERCKMOES €t al., 2005), observando-se uma longevidade espermética média ao redor de 48
horas (THACKER & ALMQUIST, 1953). A baixa longevidade diada a queda da viabilidade
espermatica em virtude da estocagem a temperatura ambiente representavam 0s principais entraves
para a difusdo da técnica de |A nos sistemas de producdo das mais diversas espéecies animais. Tal
panorama sO fora mudado apartir de meados do século XX com o advento dos agentes
crioprotetores, moléculas capazes de garantir a sobrevivéncia espermética apds o0 processamento sob
baixas temperaturas, viabilizando a estocagem de materia genético por longo periodo de tempo.

O primeiro bezerro produzido através da IA com sémen bovino congelado data de 1951
apartir dos trabahos inovadores de Stewart e colaboradores, segundo revisdes de Curry (2000),
representando 0 marco inicial para o estabelecimento das técnicas utilizadas até o presente. De
acordo com Parkinson (2004), apartir da introducdo da inseminacdo artificial na década de 50,
paulatinamente foi observada a substituicdo da monta natural como ferramenta de escolha para o
manejo reprodutivo bovino na maioria dos paises desenvolvidos do mundo.

Isoladamente a |A representa a mais importante técnica utilizada para o melhoramento

genético animal (SUGULLE et a., 2006), representando, segundo Baruselli et al., (2004) uma
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biotecnologia fundamental para a obtencdo de animais com maior potencia de producéo e
reproducéo.

As principais vantagens relacionadas a utilizacdo da IA empregando Sémen bovino
criopreservado representam o incontestdvel ganho genético garantido através da utilizacgo de touros
de mérito zootécnico comprovado; otimizagdo de animais melhoradores através da diluicdo dos
gjaculados; prevencdo de doencgas sexualmente transmissiveis garantida pelas rigorosas avaliagOes
sanit&rias perfilnadas para animais submetidos a regimes de coleta espermatica; facilidade de
trangporte de amostras seminais, difundindo e permitindo o intercambio de genética superior para as
mais diversas regides do globo; prevencdo de acidentes e incidentes decorrentes do transporte de
reprodutores objetivando programas de monta natural. Em suma, o objetivo dos programas de 1A é
maximizar a producéo de bezerros de qualidade em funcéo do nimero de vacas em reproducdo e em
um menor intervalo de tempo (SUGULLE et a., 2006).

Apesar do marcante papel da IA como biotecnologia de melhoramento genético animal, em
muitos paises como o Brasil e demais nacBes do Mercosul é observada uma baixa porcentagem do
rebanho bovino incluido nos programas (BO, 2003). Segundo dados da ASBIA (Associacio
Brasileira de Inseminagdo Avrtificial) menos de 5% do rebanho efetivo nacional utiliza a |A como
ferramenta de manejo reprodutivo. Tal panorama representa uma grande ameaca para 0 pais que ao
longo dos anos participa de uma disputa mercadolégica acirrada frente a nagcbes como Austrédlia e

Nova Zelandia pela hegemonia mundial na exportacéo da carne bovina.

Diversos fatores podem ser apontados para a baixa taxa de utilizagcdo da inseminagéo artificial
no mango reprodutivo bovino, destacando-se, segundo Barros et a., (2004) a caréncia de méo de
obra qualificada e deficiéncias basicas de mangjo nas propriedades. Ainda, os programas de |A nos

tropicos tem como principal empecilho a baixa taxa de detecgdo do estro, visto ser o rebanho bovino
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Zebu o tipo predominante e que ndo demonstra claramente os sinais de cio (GALINA et al., 1996),
sendo observada uma grande variabilidade entre a duragdo do estro (1,3 a 20 horas) e o intervalo
inicio do estro/ovulagdo (19 a 29 horas) segundo BO et al., (2003). Saumande & Humblot (2005)
destacam que o longo intervalo entre o inicio do estro/ovulacdo e dta variacdo neste intervalo
especiamente para vacas, representam a origem de baixos indices de fertilidade.

Rotineiramente milhdes a bilhGes de espermatozdides sdo utilizados para a inseminacéo
artificial das mais diversas espécies de animais de producdo, observando-se, no entanto, que apenas
uma minuscula parcela dessas células esperméticas alcancam o sitio de fertilizacdo (GUTHRIE et al.,
2002).

O nimero minimo de espermatozdides necess&rios para a obtencdo de aceitéveis indices de
fertilidade corresponde ao grande desafio da indUstria bovina da IA (FOOTE & KAPROTH, 1997),
permitindo a otimizagdo de touros geneticamente superiores (MARTINS Jr. et a., 2006), garantindo
um maior nimero de vacas inseminadas (DEN DAAS et a., 1998) e maior retorno econdémico.

Atualmente a producdo de amostras seminais com menor nimero de espermatozoides toma
relevancia ainda maior com o advento do sémen bovino sexado, cujo baixo rendimento industrial
exige 0 processamento e a comercidizagdo de pahetas contendo baixas doses inseminantes
(CRESPILHO et al., 2006°% GARNER et al., 1997).

Em virtude da queda de viabilidade espermatica pds-descongelacdo, tornam-se necessarias
concentracfes esperméticas 3 vezes maiores para que o sémen bovino criopreservado acance taxas
de fertilizagdo comparaveis as obtidas com o sémen fresco (CHAVEIRO et a., 2006). A auséncia de
adequado nimero de espermatozoides ou a reducdo na longevidade espermética no trato reprodutor
feminino representam as principais causas das falhas de fertilizagdo em bovinos (SHANNON &
VISHWANATH, 1995). Segundo Watson (2000) a reducd no nuimero ou na qualidade dos

espermatozéides inseminados resulta na queda exponencial dos indices de fertilidade.
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O numero de espermatozodides inseminados e o sitio de deposicdo do sémen no trato
reprodutor feminino parecem interagir influenciando os indices de concepcdo anima (DALTON,
1999; KURYKIN et a., 2005; SCHENK et al., 1987).

Tendo em vista a grande importancia econdmica e bioldgica, diversos trabalhos de pesquisa
tém sido desenvolvidos nas Ultimas décadas buscando-se determinar a provével correlagdo existente
entre a concentragcdo de espermatozéides inseminados e os indices de fertilidade animal.

Jondet (1972) ndo observou diferenca significativa entre as taxas de ndo retorno ao cio (NRR)
apresentados por vacas inseminadas com doses de 3 ou 14 milhes de espermatozoides viavels.

Seguindo a mesma linha de pesquisa Foote & Kaproth (1997) observaram que 0 nimero de
espermatozoéides por palheta pode ser reduzido para 10 milhdes de células totais para a maioria dos
touros em regime de coleta sem que ocorram prejuizos aos indices de concepcdo, sindlizando para a
grande influéncia exercida pelo touro sobre os indices de fertilidade alcancados nos programas de
[A.

Os touros diferem significativamente ndo apenas quanto aos indices maximos de fertilidade
alcancados como também a maneira como as taxas de concepcao se elevam em fungdo do aumento
da dose inseminante (DEEN DAAS et al., 1997, GRAHAM, 2001; SHANNON & VISHWANATH,
1995), observando-se que para alguns animais, doses de sémen congelado contendo 2 milhdes de
espermatozodides totais sdo suficientes para garantir indices de fertilidade normais nos programas de
IA (ANDERSSON et al., 2004; KURYKIN et al., 2005).

Em contrapartida Nehring & Rothe (2003) observaram que a reducdo da dose inseminante de
15 para 5 milhdes de células totais acarretou a queda significativa de 3 a 5% nos indices de
fertilidade al1A, independente do meio diluidor utilizado para a criopreservacdo espermética.

Schenck et al., (1987) apontam resultados de concepgdo pds-1A significativamente menores

para vacas inseminadas com 11 milhdes de espermatozoides totais em relagdo a utilizacdo de doses
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inseminantes mais concentradas. Resultados similares também foram reportados por Shannon &
Vishwanath (1995), apontando diferencas significativas nas taxas de NRR para vacas inseminadas
com 20 ou 5 milhdes de espermatozdides totais (p<0,001).

Gérard & Humblot (1991) observaram diferenca significativa nas NRRs aos 60-90 dias para
vacas a primeira inseminacdo de acordo com a dose inseminante praticada. Nesse experimento ndo
foram observadas diferencgas entre as concentragfes de 8 a 12 milhdes de células totais inseminadas,
gue por sua vez, determinaram menores taxas de concepcdo (p< 0,02) em relagdo a dose de 16

milhdes de espermatozdides, independente do meio diluidor de criopreservagéo utilizado.

3.4 —Inseminacéo Artificial em Tempo-Fixo (IATF)

Impulsionados pelo maior entendimento sobre a fisiologia reprodutiva da fémea bovina,
diversos protocolos hormonais capazes de regular o crescimento dos foliculos e o0 momento da
ovulagdo tém dSido desenvolvidos e empregados comerciadmente, viabilizando a inseminagéo
artificial em tempo-fixo (IATF) e eliminado a observacdo de cio (THATCHER et a., 2001).

A 1ATF representa a melhor aternativa para aumentar significativamente o nimero de
animais inseminados (BO et al., 2003), determinando, consegiientemente, 0 aumento das taxas de
servico na espécie bovina. Segundo Madureira (2000) a real vantagem da IATF é a de que 100% das
fémeas podem ser inseminadas apds os tratamentos de sincronizagdo, enquanto que apenas 60%
delas seriam | A no periodo de 3 semanas, em um sistema tradicional.

Dentre os inlmeros protocolos disponiveis, 0 uso de dispositivos liberadores de progesterona
ou progestagenos associados a administragdo de estrégenos correspondem ao tratamento mais

utilizados paraa | ATF em bovinos (BARROS et a., 2004; BO et al., 2003).
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A progesterona e 0s agentes progestagenos correspondem ao tratamento comumente utilizado
para restabelecer a ciclicidade ovariana pos-parto por permitir o aumento da freqiiéncia de pulsos de
LH prevenindo a atresia do foliculo dominante (BARUSELLI et al., 2004% DAY, 2004) e evitando a
manifestacdo prematura do estro nos programas de sincronizacéo (DEJARNETTE et a., 2001).

Os estrogenos quando administrados em presenca de progesterona endégena ou exogena
levam a diminuicdo dos niveis circulantes de FSH e LH provocando a atresia dos foliculos
dominantes (BARUSELLI et a., 2004; MADUREIRA, 2000), o que leva a sincronizagdo da
emergéncia de uma nova onda folicular (DUFFY et a., 2004).

Além da onda de crescimento folicular, a sincronizagdo da ovulagdo representa uma
ferramenta importante para o sucesso da IATF, garantindo maior precisio no momento e nos
mecanismos responsaveis pela ovulagdo anima. Farmacos indutores de ovulagdo como 0s
estrégenos ou GnRH agem através de retroalimentacdo positiva sob a liberagdo pulsétil de LH; ja os
horménios hCG, ou LH atuam diretamente nos receptores de LH presentes nas células da granulosa
dos foliculos ovarianos desencadeando o processo ovulatorio (BARUSELLI, 2004; FERNADES,

2001).

A incorporacdo de estradiol ou eCG a0 término de um tratamento de sincronizagdo com
progestégenos pode resultar em antecipagdo e maior sincronizacdo do estro (DUFFY et al., 2004). O
eCG ou PMSG apresenta acOes bioldgicas de FSH e LH, contribuindo para o crescimento, maturagéo

e ovulagdo do foliculo dominante presente no momento das aplicactes (MOREIRA , 2002).
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Segundo Kastelic et al., (1999) a administracdo de eCG no momento da retirada dos
implantes progestédgenos é usualmente recomenda, especiamente se uma alta propor¢do dos animais
sincronizados apresentarem-se  em anestro. A aplicacdo do eCG na retirada dos dispositivos
progestdgenos levam a0 aumento da concentragdo plasmética de progesterona e das taxas de
concepcdo em vacas Bos indicus em anestro pols-parto, resultando em uma maior eficiéncia

reprodutiva (BARUSELLI et a., 2004°).

Apesar dos evidentes avangos nos sistemas de producdo de gado de corte vinculados ao
desenvolvimento comercial da IATF, a revisdo de diversos trabalhos envolvendo a utilizagdo de
diferentes protocolos de sincronizacgo em bovinos apontam indices médios de concepcdo ao redor de
40 a50% (BO, et al., 2003; BRIDGES ¢t al., 1999; KASIMANICKAM et al., 2006; MARTINEZ et
al., 2001; MENEGUETTI et a., 2006; THATCHER €t al., 2001), resultados devidamente aceitavels,
mas ainda distantes da performance reprodutiva ideal, tornando onerosa a biotecnologia da IATF
para alguns sistemas de producéo.

Inimeras causas podem ser apontadas para a amplitude de resultados e/ou indices
insatisfatorios nos programas de |ATF, como a baixa condicdo corpora dos animais ao inicio do
tratamento (BARUSELLI et al., 2004; BO et 4., 2003); momento do ciclo estral em que o protocolo
€ iniciado (VASCONCELOS, et al., 1999); formacdo de foliculos persistentes anovulatérios
(MARTINEZ et a., 2001); e tamanho do foliculo dominante durante a inducdo da ovulagéo,
caracteristica que pode determinar uma maior amplitude no momento ovulatério (BO et al., 2003),
interferindo negativamente nos indices de fertilidade animal. O momento da ovulagdo, relacionado
ao comportamento de estro e ao pico de LH, muitas vezes pode sofrer variagdes de acordo com o

protocolo de sincronizagdo utilizado (CAVALIERI et al., 1997).
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Outro fator correlacionado positivamente com o sucesso dos protocolos de IATF mas que a

muito véem sendo negligenciado corresponde a qualidade do sémen empregado nos programas.
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4.0- MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos complementares de acordo com os objetivos
anteriormente propostos. No Experimento | foi avaliada a influéncia do meio diluidor e da
concentracdo de espermatozOides processados em pahetas de 0,5 mL sobre os indices de
congelabilidade dos g aculados bovinos.

No Experimento Il foram avaliados os indices de concepcao proporcionados por diferentes
diluidores de congelagéo e diferentes doses inseminantes para vacas da raga Nelore ou %2 sangue

Nelore inseminadas em tempo-fixo.

4.1 — Experimento |: Efeito do Meio Diluidor e da Concentracdo Espermética sobre a Viabilidade

in vitro do Sémen Bovino Congelado.

4.1.1 — Local da Pesguisa e Animais utilizados

As atividades experimentais envolvendo a avaliagdo laboratorial, processamento, congelagéo
e estocagem das amostras seminais foram conduzidas no CERAN (Centro de Biotecnologia e
Diagnostico em Reproducdo Animal) pertencente ao Departamento de Reproducdo Anima e
Radiologia Veterindria da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ), Universidade
Estadual Paulista“Jilio de Mesguita’, UNESP, Campus de Botucatu/SP.

Para o0 estudo foram obtidas amostras seminais de 14 touros (idade entre 22 a 30 meses) da
raca Nelore (Bos taurus indicus) pertencentes as Fazendas Barreiro Rico (Anhembi/SP) e Niangara
(Oleo/SP), propriedades situadas na regido centro sul paulista. Todos os touros utilizados foram
previamente avaliados por exame androldgico, atendendo as especificagdes previstas pela normativa
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que determina os padrées minimos

de qualidade para as amostras de sémen bovino.
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Especificamente quanto a andlise de morfologia espermética foram adotados como
parametros minimos de qualidade a porcentagem de defeitos maiores inferior a 15%, menores 20% e
defeitos totais inferiores a 25%. Todas as amostras que ndo se enquadraram as especificacbes foram

descartadas do experimento.

4.1.2 — Colheita Seminal

Previamente a cada colheita os animais contidos em bretes individuais receberam
higienizagcdo externa naregido prepucial por meio de toalhas de papel.

As amostras seminais foram obtidas por eletrogjaculacdo (Aparelho Eletrovet® Méster |,
Eletrovet®, S0 Paulo) por meio de um sistema composto por funil plastico e tubo coletor graduado
de 15 mL envolto por um protetor isotérmico, evitando-se, dessa maneira, possiveis choques bruscos

de temperatura e a exposi¢do direta aluz solar.

4.1.3 — Andlise Espermética (sémen fresco)

Imediatamente apdés a colheita os gaculados foram avaliados subjetivamente quanto a
motilidade total e vigor espermatico sob I&mina e laminula em microscopia de luz sob aumento de
400 vezes. A concentragdo espermética foi determinada através de camera hematocitométrica de
Newbauer, também sob microscopia Optica convencional em aumento de 100 a 400 vezes. Foram
consideradas aptas para egresso no experimento apenas as amostras que apresentaram motilidade
total superior a 70%, vigor 3 3 (escala de 0 a 5) e concentragdo espermética acima de 2 bilhdes de

células por gaculado.
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Outros parametros de qualidade seminal como volume, coloracdo (branco-acinzentado a
amarelo citrino) e aspecto (aguoso, leitoso ou cremoso) foram analisados visualmente no ato da

colheita.

4.1.4 — Pré-diluicao Seminal

Foram utilizados dois diluidores de congelagdo no experimento: o melo Tris (tris
hidroximetilaminometano)-gema de ovo frutose (Grupo TRIS, APENDICE-1) e o diluidor MKA
desenvolvido pelo Departamento de Reproducdo Anima e Radiologia Veterindria da UNESP
Campus de Botucatu/SP, representando o precursor do diluente comercial Botu-Bov® (Biotech Ltda,
Botucatu/SP).

Por motivos relacionados a inadequagcdo da rede elétrica (currais sem tomadas elétricas,
quedas e oscilagdes de voltagens) e problemas fisicos relacionados as instalagbes das fazendas
(auséncia de areas cobertas separadas dos currais para manipulagdo de material bioldgico) optou-se
pelo ndo processamento do sémen no local, efetuando-se apenas uma pré-diluicdo dos ejaculados
(processamento “two steps’) com a fragdo | de cada meio diluidor (fragdo isenta de crioprotetores)
viabilizando o transporte do material para o laborat6rio CERAN da FMVZ UNESP — Botucatu/SP.

ApOs a avaliagdo prévia os gaculados foram fracionados em sua totalidade em 8 aiquotas
recebendo 0 seguinte processamento de acordo com o meio diluidor e concentracdo espermética
pretendida: diluidor MKA fracdo | utilizado de forma a atender metade do volume necesséario para o
processamento final de amostras contendo 12, 25, 50 e 100 ~ 10° espermatozéides totais por mililitro
de meio (Grupos MKA 12, MKA 25, MKA 50 e MKA 100, respectivamente), observando-se as
mesmas taxas de diluicdo para o diluidor TRIS fragdo | (Grupos TRIS 12, TRIS 25, TRIS50 e TRIS

100).
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As amostras pré-diluidas dos 8 grupos experimentais foram acondicionadas em tubos
graduados de 15 mL e submetidas a refrigeracdo passiva em caixa isotérmica modelo Botutainer®
(Biotech Ltda, Botucatu/SP; APENDICE-2). O material foi transportado sob refrigeracio em torno

de 5°C por periodo inferior ou igual a 60 minutos para 0 processamento laboratorial.

4.1.5 — Congelacao do Sémen

Imediatamente apds a chegada ao laboratério as amostras seminais receberam a segunda
fracdo de meio diluidor (fragdo contendo agentes crioprotetores) previamente resfriado para a
temperatura de 5°C (glicerolizagdo a 5°C). As diluigdes foram realizadas de acordo com cada grupo
experimental estabelecido anteriormente originando as 4 concentragdes esperméticas pretendidas no
experimento (12, 25, 50 e 100 milhGes de espermatozbides totais por mililitro de meio).

As amostras diluidas foram envasadas manualmente em palhetas francesas de 0,5 mL (IMV®
Technologies, Franca), previamente identificadas quanto a0 nimero do touro, meio diluidor de
criopreservacdo e concentragdo espermatica. As pahetas foram lacradas com acool polivinilico e
dispostas em bandejas metdlicas teladas para o inicio do processo de congelacéo.

As amostras lacradas foram transferidas para geladeira digital (Minitib®, Alemanha) a
temperatura constante de 5°C por 3 horas para continuidade da curva de resfriamento iniciada no
sistema de transporte de refrigeragdo passivo, concretizando-se o periodo de estabilizagdo de 4 horas.

A curva de congelagdo foi redlizada em vapor de nitrogénio liquido (N.) através do
acondicionamento das amostras seminails em caixas de isopor convencional de 40 litros a uma
disténcia fixa de 5 cm acima do nivel do N, por 20 minutos. Decorrido o periodo inicia de
congelacdo as pahetas foram imersas diretamente no nitrogénio liquido e ragueadas para o
acondicionamento em botijdes criobioldgicos. Para padronizacdo das andlises foi instituido um

periodo minimo de 3 dias de estocagem para o inicio das avaiagdes laboratoriais.
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14 Ejaculados

/ Trls -gema frutose
Meio MKA (TRIS)
Pre-diluigéo
@ MEIO |
(sem crioprotetor) @ @

12 25 50 100 50 100
x 106 sptzs totais @ X 106 sptzs totais
Botutainer ®
Diluicdo MEIO II
(crioprotetor)
MKA ou TRIS Congelagdo vapor de
e nitogénio liquido (20
1,0 hora U@ :> min/5 cm de distancia)

59C / 3 horas imersao direta no N2

FIGURA-1: Esquematizacdo gréfica dos processos de pré-diluicdo (item 4.1.4) e congelagdo
espermética (topico 4.1.5) de acordo com o meo diluidor e concentragdo espermatica
praticada

4.1.6 — Descongelacdo Espermatica

As amostras foram descongeladas em “banho-maria’ a 46°C por 20 segundos (DELL’AQUA
Jr., 2000) depositando-se 0 contelido de cada palheta em tubo cbnico de 1,5 mL, modelo
Eppendorff® (Estados Unidos), para acondicionamento pré-andlise em “banho-seco” a temperatura

constante de 37°C.
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Cada amostra foi descongelada em duplicata para as avaliagOes laboratoriais, tabulando-se as
médias obtidas de acordo com o touro, meio diluidor e concentracdo de espermatozoides totais por

mL para posteriores analises estatisticas.

4.1.7 — Avaliacdo Laboratorial do Sémen Bovino Congelado
Os testes laboratoriais utilizados para o acesso a viabilidade do sémen bovino congelado

encontram-se descriminados nos topicos a seguir.

4.1.7.1 — Analise Computadorizada do Movimento Espermatico (CASA)

As amostras descongeladas foram submetidas a anadlise computadorizada do movimento
espermético (CASA; APENDICE-3) através do aparelho Hamilton Thorn Research® |vos-10
(Estados Unidos). O material previamente homogeneizado foi avaliado em camara de Makler pré-
aguecida a 37°C sendo observados 5 campos aeatérios para cada amostra e um niimero minimo de
100 células por campo.

As varidveis de movimento espermético geradas pela técnica CASA e avaliados no presente
estudo corresponderam a motilidade espermética total (MoT), motilidade progressiva (MP),
velocidade média de trajeto (VAP), velocidade progressiva (VSL), velocidade curvelinear (VCL),
amplitude do deslocamento lateral de cabeca (ALH), frequéncia de batimentos de cauda (BCF),

retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e velocidade répida (Rap).

4.1.7.2 — Teste de Termorresisténcia Rapido (TTR)
Todas as amostras foram submetidas ao teste de termorresisténcia rgpido (TTR) em “banho-
maria’ a 46°C/30 minutos (BARNABE et a., 1980; Viana 2004), andlisando-se, também pela

técnica computadorizada, a motilidade esperméaticatotal ao final das avaliages.
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4.1.7.3 — Determinacdo da I ntegridade de Membrana Plasmética (IMP)

Para a determinacdo da integridade de membrana plasmética, (IMP, %) foi utilizada a
combinagio de sondas fluorescentes (APENDICE-4) Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e
lodeto de Propideo (PI), segundo Harrison & Vickers (1990), adaptado por Viana (2004). Paratanto,
retirou-se uma aliquota de 20 uL de sémen de cada amostra avaliada, procedendo-se a pronta
diluicdo em 40 pL de solucdo de citrato de sddio 2,94% previamente agquecido a 37°C. A solugéo
originada foi adicionado 20 pL de solucdo de trabalho fluorescente, composta por 1,0 mL de citrato
de sbdio 2,94%, 20 pL de formol salino tamponado, 60 pL de Pl e 20 L de CFDA. As amostras
coradas foram avaliadas sob |amina e laminula em aumento de 400 vezes através de microscopia de
epifluorescéncia (LEIKA®, Alemanha), permitindo a diferenciacdo das células portadoras de
membrana plasmética integra (coloragdo verde devido a marcagcdo pela carboxifluoresceing) ou
lesada (exibindo coloracdo vermelha caracteristica da sonda iodeto de propideo, fluorocromo
exclusivamente permeavel as células portadoras de membrana plasmética desestruturada). Para cada

amostra foram avaliadas 100 células esperméticas.

4.1.7.4 - Swim-up

A metodologia utilizada para a selecdo dos espermatozdides pelo teste de smim-up
corresponde a técnica descrita por SOMFAI et a., (2002), apresentando algumas adaptactes
correspondentes as adequacdes as condi¢des do laboratério CERAN, FMVZ-UNESP, Botucatu/SP
(FIGURA-2):

Descongelagdo das amostras seminais em banho-maria a 46°C por 20 segundos

(DELL’AQUA Jr., 2000);
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Deposicdo de 200 pL de sémen em tudo conico de 15 mL previamente preenchido com 1,5
mL de meio mDM (APENDICE-5), segundo Keskintepe & Brackett (1996);

Incubacéo do material em banho-maria a 37 - 38°C por 45 minutos, observando-se um angulo
de inclinagdo de 45° para os tubos;

Retirada de 1 mL da solucéo sobrenadante;

Centrifugagéo do sobrenadante a 300" g /10 minutos,

Recuperacéo do “pellet” formado para realizacéo de avaliages laboratoriais.

Centrifugagéo 300 x g/10min

1,0 mL sobrenadante %
«——Meio mDm

+«—200 uL sémen

37 - 38°C
45 minutos
45° inclinagéo

Pellet de amostra
seminal

FIGURA-2: Esgquematizacdo simplificada dos procedimentos utilizados para a realizacdo
datécnica de swim-up.

A taxa de recuperacdo espermética pds swim-up foi obtida através da contagem celular direta

em camera hematocitométrica de Newbauer gerando os parémetros concentracdo de células
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recuperadas totais (espermatozoides/uL) e o indice de recuperacdo em relacdo a dose inicia utilizada
(%) para os gaculados criopreservados em diluidor Tris-gema de ovo frutose ou MKA.

A integridade de membrana plasmética (%) foi determinada pela associagdo das sondas
fluorescentes CFDA e Pl, segundo metodologia exemplificada no topico 4.1.7.3, apartir da contagem

de 100 células esperméticas por amostra seminal.

4.1.8 - Andlise Edtatigtica

Para as andlises estatisticas foi utilizado os softwares Grafhpad Instat® 5.0 e BioEstat 3.0
(AYRES et a., 2003) em um delineamento casualizado de fatorial 2 x 4 (dois meios diluidores e
quatro concentragdes esperméticas), assumindo 0s meios de criopreservagdo como parcelas
principais e as concentragdes como sub-parcelas. Os dados laboratoriais foram submetidos ao teste
de Kolmogorov-Smirnov para verificagdo de normaidade ou homocedasticidade. Para as médias
obtidas que apresentaram distribuicdo normal foram utilizados os testes paramétricos “T de Student”
(comparagdo entre duas médias) e ANOVA (comparacOes entre trés ou mais médias), considerando-
se 0 nivel de significancia a 5% de probabilidade.

Para os resultados laboratoriais que ndo apresentaram distribuicdo normal e variancias iguais
(amostras independentes), ou que apresentaram um baixo numero de repeticdes (“N” pequeno)
aplicaram-se os testes ndo paramétricos Mann-Whitney (comparagdo entre duas médias) e Kruskal
Wallis (para trés ou mais médias), segundo Doria Filho (1999), considerando-se também o nivel de

significancia a 5% de probabilidade.
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4.2 — Experimento I1: Influéncia do Meio Diluidor de Congelagdo e da Dose Inseminante sobre o0s

indices de Concepcdo de Vacas Nelore ou %2 Nelore Inseminadas em Tempo-Fixo.

4.2.1 — Local da Pesguisa e Animais

Para a segunda etapa experimental foram selecionados 7 dentre os 14 touros utilizados no
Experimento | (baseando-se exclusvamente nas caracteristicas de congelabilidade espermética),
procedendo-se as coletas seminais por eletrogjaculacdo e andlise semina imediata, conforme

metodologia exemplificada nos topicos 4.1.1 e 4.1.2.

4.2.2 — Congelacao e Descongelagcdo das Amostras Seminais

Visando-se a exclusdo de possiveis efeitos individuais relacionados aos touros utilizados no
experimento, optou-se pela realizacdo de um “pool de sémen”, evitando-se dessa forma a influencia
do reprodutor sobre os indices médios de fertilidade obtidos nos trabahos de IATF. Para tanto, os
gjaculados dos sete touros selecionados a partir do Experimento | foram misturados integralmente
executando-se a mesma metodologia apresentada nos itens 4.1.4. e 4.1.5, que compreendem a pré-
diluicdo seminal paratransporte e congelagdo espermética, respectivamente.

A semelhanca do Experimento |, 8 grupos experimentais foram novamente formados
representando 0 processamento do “pool de sémen” em meio diluidor MKA nas concentragdes de
12, 25, 50 e 100 milhGes de espermatoziides totais por mL de meio (Grupos MKA 12, MKA 25,
MKA 50 e MKA 100, respectivamente) observando-se 0 mesmo procedimento para as amostras
criopreservadas em meio Tris-gema de ovo frutose (Grupos TRIS 12, TRIS 25, TRIS 50 e TRIS

100).
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As amostras criopreservadas foram mantidas em botijdo criobioldgico por 3 dias para o inicio
das avaliacOes laboratoriais, conduzidas a partir da descongelacdo a 46°C por 20 segundos

(DELL’AQUA Jr., 2000).

4.2.3 — Avaliacdo Laboratorial do Sémen Bovino Congelado

A similarmente a metodologia utilizada no Experimento | as amostras do “pool de sémen”
bovino foram avaliadas quanto aos padrbes de movimento espermdtico pela técnica CASA,
integridade de membrana plasmética através da associagdo das sondas fluorescentes CFDA + P,
teste de termorresisténcia rgpido e técnica de separacdo por snvim-up, sendo observadas as mesmas
varidveis para cada andlise conforme exemplificagdes nos topicos 4.1.7.1, 4.1.7.2, 4.1.7.3 e 4.1.7.4.
Todas as amostras do “pool” foram avaliadas em quadruplicata e as médias geradas tabuladas para

processamento estatistico.

4.2.4 —Local e Vacas Utilizadaspara a |ATF

As amostras do “pool de sémen” congelado foram utilizadas para a IATF de 475 “vacas
paridas’ (50 a 70 dias pos-parto) da raca Nelore ou suas cruzas, pertencentes a fazenda Bela Vista
(Rio Verde de Mato Grosso, MS) durante a estacdo de monta de 2006. Todos os animais utilizados
receberam mango em pastagens naturais sob sistema de producéo extensivo, sendo oferecido sal
mineralizado ad libitum. Foi avaliado o escore de condi¢cdo corporal (ECC, escala de 1 a 5) no
momento da IATF para todas as vacas que fizeram parte do experimento, incluindo-se os dados

obtidos para cada grupo (MKA vs TRIS vs concentracfes) no modelo estatistico utilizado.
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4.2.5—Protocolo paraa |ATF
A FIGURA-3 abaixo ilustra o protocolo de sincronizagéo do estro e ovulagéo utilizado na

execucdo de todas as |ATFs do presente experimento.

Implante auricular
+

5,0 mg Valerato de Estradiol Retirada do Implante IATF

+ + +
3,0 mg Norgestomet 300 Ul eCG usi1 us 2
DO D9 D11 D13
Crestar® (9 dias) 48 horas 48 horas

FIGURA-3: Sincronizagdo do ciclo estral e ovulagdo para IATF. “D0": inser¢cédo do implante
auricular Crestar® (Akzo Nobel Ltda — Divisdo Intervet®, Brasil) contendo 3,0 mg de Norgestomet
(17a acetoxi-11 b-metil-19 norpregna-4-em-3,20 diona) e administragdo de 5,0 mg de Vaerato de
Estradiol e 3,0 mg de Norgestomet (Intervet®, Brasil). “D9”: retirada do implante e administragdo
de 1,5 mL de Folligon® (eCG 200UI/mL, Intervet®, Brasl). “D11": inseminagdo artificial em

tempo-fixo (IATF). “US 1 e 2" = exames ultrassonogréficos ovarianos.

4.2.6 — Exames Ultrassonogréficos (US)

Como a hipbtese levantada na pesquisa almeava identificar possiveis fatores seminais
determinantes dos indices de fertilidade dos programas de IATF, tornou-se imprescindivel que as
vacas utilizadas no experimento apresentassem resposta ao protocolo, exibindo sincronizagcéo do
ciclo estral e das ovulagOes, oferecendo, portanto, condi¢bes para que cada uma das metodologias de
congelacdo empregadas expressasse em condigdes de igualdade seu potencial de fertilidade
agregado.

Nesse sentido foram instituidos exames ultrassonograficos seriados (aparelho Aloka Scaner

500, probe de 5,0 MHz) nos dias 11 (“D11”, representando o dia da IATF) e no dia 13 (*D13",
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décimo terceiro dia apds o inicio do protocolo de sincronizagdo), buscando-se, respectivamente, a
observacdo da presenca de um foliculo pré-ovulatério no dia das inseminagdes e a constatacdo da
ovulagdo da estrutura anteriormente visualizada (FIGURA-3).

Tendo em vista os objetivos do presente trabalho, apenas as vacas que exibiram ovulacéo

foram consideradas para as andlises estatisticas.

4.2.7 - Andlise Edtatigtica

As médias obtidas para cada variavel de congelabilidade espermética foram avaliadas
segundo o topico 4.1.8 referente ao item Material e Métodos do Experimento |, realizando-se a
andlise de variancia (ANOVA) e teste “T de Student” para as varidvels que apresentaram
distribuicdo normal, e os testes Mann-Whitney e Kruskal Wallis para as andlises ndo paramétricas,
assumindo-se p<0,05 como nivel de significancia.

Os resultados de concepcdo foram analisados através do programa computacional Proc
Logistic incluido no Statistical Analysis System 9.1.3 (SAS Institute Inc., 1999). Como os resultados
de concepgdo das vacas inseminadas implicam em resposta binéria (prenhe ou vazia) foi redlizada a
andlise de regressdo logistica multipla, sendo incluidos no modelo o efeito do meio diluidor e da
dose inseminante, admitindo-se o nivel de significancia de 5%.

Uma segunda andlise de regressdo logistica foi conduzida incluindo no modelo estatistico
apenas a variavel meio diluidor e a interacdo diluidor vs concentracdo de espermatozéides
inseminados, buscando-se a determinagcdo do efeito do diluente sobre os indices de concepcéo

animal. Novamente foi considerado o nivel de significancia de 5% de probabilidade.
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5.0-RESULTADOS

5.1 — Experimento |: Efeito do Meio Diluidor e da Concentragdo Espermatica sobre a Viabilidade in

vitro do Sémen Bovino Congelado.

Os resultados apresentados para cada uma das variaveis do movimento espermético,
motilidade total pos-teste de termorresisténcia rapido, integridade de membrana plasmética e selecéo
espermatica por snvim-up, de acordo com o meio diluidor de congelagdo e concentragdo espermética
encontram-se sumarizados nas TABELAS-1 a 6.

De acordo com os dados apresentados nas TABELAS-1, 2, 3 e 4, foram observadas
diferencas dignificativas para os valores médios de amplitude lateral de cabegca espermética,
frequéncia de batimentos, retilinearidade e linearidade de acordo com o diluente de criopreservagéo
utilizado mas independente da concentragdo esperméatica por palheta seminal.

Especificamente quanto a varidvel velocidade curvilinear ou real (VCL, pm/s), foram
observados resultados significativamente superiores (p<0,05) para as amostras espermaticas
criopreservadas em diluidor TRIS em relagdo ao MKA (MKA 12 = 120,81 + 26,57 vs TRIS 12 =
163,55 £ 50,63, p = 0,0096; MKA 25 = 121,12 + 22,85 vs TRIS 25 = 150,91 + 37,81, p = 0,0181;
MKA 50 = 115,89 + 20,78 vs TRIS 50 = 140,39 * 36,96, p = 0,0400) exceto para as amostras
processadas na concentracdo de 100 milhGes de espermatozdides por mL (MKA 100 = 122,47 +
30,25 vs TRIS 100 = 136,83 + 31,43, p = 0,2312).

N&o foram observadas diferencas significativas para as variaveis integridade de membrana
plasmética pés-descongelacdo e viabilidade pos-teste de termorresisténcia rapido em fungdo do meio

diluidor de criopreservacdo ou da concentragdo de espermatozoides.
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N&o foram observadas diferencas significativas entre as variaveis de congelabilidade seminal
para amostras criopreservadas no diluidor TRIS sob diferentes concentragbes de céulas
espermédticas. No entanto, quando utilizado o diluidor MKA, foram observadas diferencas para a
retilinearidade (MKA 12 = 91,43 + 4,70°, MKA 25 = 90,71 + 4,18%, MKA50 = 87,64 + 5,53*, MKA
100 = 84,86 + 5,10% p = 0,0028) e linearidade de movimento espermético (MKA 12 = 69,07 + 8,90°,
MKA 25 = 68,21 + 8,67%, MKA 50 = 63,93 + 9,22 MKA 100 = 59,36 + 7,78°, p= 0,0168) em
funcdo da concentragdo de espermatozdides presentes por amostra semina (TABELAS-5 e 6).

N&o foram encontradas diferencas significativas para nenhuma das varidveis geradas atraves
da técnica de snvimup (integridade de membrana plasméatica, concentracdo de espermatozéides
recuperados em funcéo da dose inicial e concentracdo de células recuperadas totais), independente
do meio de criopreservacdo e da concentragdo espermética

Os resultados obtidos para a integridade de membrana pos-descongelagdo (IMPd) ndo
diferiram significativamente dos observados para a mesma variavel tomada apés teste de swim-up
(IMPs) para as concentracfes 12 e 25 milhdes de espermatozdides processados por palheta seminal
(IMPd 12 vs IMPs 12, p=0,3570; IMPd 25 vs IMPs 25, p=0,2549), sendo observadas diferencas
estatisticas apenas para 50 e 100 milhdes de céulas totais (IMPd 50 vs IMPs 50, p=0,0222; IMPd
100 vs IMPs 100, p=0,0348). N&o foram observadas diferencas significativas para os resultados
agrupados totais obtidos para a IMPd e IMPs (FIGURA-4), independente da concentracéo

esperméatica ou do meio diluidor (p=0,1151).
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TABELA-1: Vaores médios e desvios padrédo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),

velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de

espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de

termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoéides recuperados totais (sptzg/pl) para as amostras criopreservadas em

diluidor MKA ou Trissgema (TRIS) na concentracdo de 12 milhdes (12) de céulas totais por

mililitro de meio.

Variaveis MKA 12 TRIS 12 P-valor  Resultados
MoT (%) 58,29 + 10,51° 62,14 + 15,86° 0,4549 NS
MP (%) 49,57 + 13,447 44,86 + 15,10 0,3908 NS
VAP (unvs) 88,56 + 19,25 100,59 + 30,12°  0,2189 NS
VSL (unvs) 81,63 + 19,79° 81,24 + 21,94° 0,9614 NS
VCL (um/'s) 120,81 + 26,57 163,55 + 50,63° 00,0096 SD
ALH (um) 4,62 +1,38° 6,73 + 1,52 0,0007 SD
BCF (Hz) 31,07 + 3,64 24,36 + 4,41° 0,0002 SD
STR (%) 91,43 + 4,70° 82,36 + 3,52° <0,0001 SD
LIN (%) 69,07 + 8,90° 54,43 + 558° <0,0001 SD
Rap (%) 51,00 + 14,15° 54,79 + 18,18 0,5440 NS
TTR (%) 13,00 + 14,82 21,00 + 22,66° 0,279 NS
IMP (%) 31,71 + 9,38 33,86 + 8,43 0,5306 NS
IMP Swim-up (%) 27,79 + 15,817 35,00 + 17,26° 0,2593 NS
Concentracao (% dose) 25,53 + 26,05° 15,83 + 13,31° 0,3737 NS
Concentracdo (sptzs/pl)  2857,14 + 3259,24* 1971,43 + 1667,53*  0,3690 NS

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.
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TABELA-2: Vaores médios e desvios padrédo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de

espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de

termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoéides recuperados totais (sptzg/pl) para as amostras criopreservadas em

diluidor MKA ou Trissgema (TRIS) na concentracdo de 25 milhdes (25) de céulas totais por

mililitro de meio.

Variaveis MKA 25 TRIS25 P-valor  Resultados
MoT (%) 66,29 + 13,49° 65,50 + 12,81° 0,8757 NS
MP (%) 57,29 + 15,112 48,14 + 15,947 0,1314 NS
VAP (um/'s) 87,25 + 16,13 95,59 + 21,08 0,2503 NS
VSL (um/'s) 79,25 + 15,59° 78,24 + 16,45° 0,8683 NS
VCL (um/'s) 121,12 + 22,85° 150,91 + 37,81°  0,0181 SD
ALH (um) 4,63 + 1,03 6,29 + 1,32° 0,0009 SD
BCF (Hz2) 31,74 + 4,79° 25,25 + 5,69° 0,0031 SD
STR (%) 90,71 + 4,18 83,29 + 4,30° <0,0001 SD
LIN (%) 68,21 + 8,67 55,86 + 6,59 0,0002 SD
Rap (%) 60,14 + 15,77° 55,36 + 17,72° 0,4571 NS
TTR (%) 21,79 + 19,94° 27,50 + 21,23 0,4655 NS
IMP (%) 31,07 + 8,69 31,79 + 10,84° 0,8489 NS
IMP Swim-up (%) 32,43 + 17,36 35,14 + 19,37° 0,6963 NS
Concentracao (% dose) 20,83+ 17,972 14,26 + 15,38° 0,3081 NS
Concentragdo (sptzs/pL)  5207,14 + 449229  3564,29 + 3845,60°  0,3081 NS

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.
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TABELA-3: Vaores médios e desvios padrédo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de

espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de

termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoéides recuperados totais (sptzg/pl) para as amostras criopreservadas em

diluidor MKA ou Trissgema (TRIS) na concentracdo de 50 milhdes (50) de células totais por

mililitro de meio.

Variaveis MKA 50 TRIS50 P-valor  Resultados
MoT (%) 66,14 + 11,57° 70,29 + 14,74° 0,4157 NS
MP (%) 53,93 + 13,65 48,29 + 16,317 0,3300 NS
VAP (um/s) 80,59 * 4,65 87,75 + 21,27 0,3089 NS
VSL (um/'s) 71,00 + 14,88° 70,54 + 15,59° 0,9364 NS
VCL (um/'s) 115,89 + 20,78° 140,39 + 36,96°  0,0400 SD
ALH (pm) 4,93+ 1,04° 6,31+ 1,13° 0,0023 SD
BCF (Hz) 30,60 + 3,24 26,67 + 4,40 0,0096 SD
STR (%) 87,64 + 5,53 81,21 + 2,58" 0,0005 SD
LIN (%) 63,93 + 9,22° 54,93 + 6,18" 0,0054 SD
Rap (%) 57,50 + 14,15° 58,57 + 20,65 0,8740 NS
TTR (%) 19,79 + 24,35° 21,50 + 20,412 0,8416 NS
IMP (%) 30,36 + 8,32 31,21 + 9,34 0,7996 NS
IMP Swim-up (%) 37,00+11,71° 36,07 + 15,83 0,8613 NS
Concentracao (% dose) 14,06 + 15,00* 12,91 + 10,92* 0,8195 NS
Concentracdo (sptzs/pl)  7028,57 + 7497,84*  6457,14 + 5461,43*  0,8197 NS

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.
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TABELA—4: Vaores médios e desvios padrédo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de

espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de

termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoéides recuperados totais (sptzg/pl) para as amostras criopreservadas em

diluidor MKA ou Tris-gema (TRIS) na concentragdo de 100 milhdes (100) de células totais por

mililitro de meio.

Variaveis MKA 100 TRIS 100 P-valor  Resultados
MoT (%) 63,93 + 14,05 58,86 + 11,457 0,3048 NS
MP (%) 48,57 + 14,80° 40,07 + 13,88° 0,1291 NS
VAP (unvs) 82,23 +19,86° 83,67 + 20,10° 0,8500 NS
VSL (unvs) 72,33 + 17,44° 68,68 + 13,04° 0,5360 NS
VCL (um/'s) 122,47 + 30,25° 136,83+ 31,43°  0,2312 NS
ALH (um) 5,34 + 1,10 6,15 + 0,61° 0,0239 SD
BCF (Hz) 28,59 + 3,99% 25,39 + 4,04 0,0441 SD
STR (%) 84,86 + 5,10 81,29 + 3,91 0,0475 SD
LIN (%) 59,36 + 7,78 52,79 + 4,49° 0,0110 SD
Rap (%) 55,36 + 18,71° 47,43 + 16,88° 0,2497 NS
TTR (%) 20,21 + 27,73° 17,79 + 18,28 0,7865 NS
IMP (%) 30,21 + 9,07 26,93 + 9,46 0,3569 NS
IMP Swim-up (%) 37,50 + 16,45 33,14+17,86° 0,5079 NS
Concentracao (% dose) 8,84 + 8,35° 7,59+ 9,73 0,7197 NS
Concentracdo (sptzs/pL)  8764,64 + 8424,44°  7592,86 + 972827  0,7361 NS

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.
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TABELA-5: Médias e desvios padréo apresentados para a motilidade total (MoT, %), progressiva
(MP, %), velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, unvs), velocidade
curvilinear (VCL, unvs), amplitude do dedocamento lateral de cabeca (ALH, um), freqiéncia de
batimentos (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem

de espermatozoides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermética total pos-teste

de termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pds-descongelacéo e pos

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoides recuperados totais (sptzs/uL) para as amostras processadas em diluidor
MKA nas concentragdes de 12, 25, 50 ou 100 milhdes (MKA 12, MKA 25, MKA 50 e MKA 100,

respectivamente) de células totais por mL.

Variaveis MKA 12 MKA 25 MKA 50 MKA 100 P-valor
MoT (%) 58,29+ 10,51° 66,29+ 1349 66,14+ 11,57° 63,93 + 14,05 0,2986
MP (%) 4957 +1344* 5729+1511° 5393+ 1365 48,57 + 14,80 0,3497
VAP (unvs) 8856 +19,25* 87,25+16,13* 80,59+ 4,65  82,23+19,86" 0,5752
VSL (umvs)  81,63+19,79° 79,25+ 1559° 71,00+ 14,88 72,33+ 17,44° 0,2848
VCL (umvs) 120,81+ 26,57 121,12 +22,85* 115,89+ 20,78 122,47 + 30,25° 0,9100
ALH (um) 4,62 + 1,38 4,63 + 1,03 4,93 + 1,04° 5,34 + 1,10° 0,3068
BCF (Hz) 31,07+ 364> 31,74+479*  30,60+3,24* 2859+ 3,99 0,1915
STR (%) 91,43+4,70° 90,71+4,18° 87,64+553° 84,86+510™ 0,0028
LIN (%) 69,07+ 890° 6821+867° 6393+922° 59,36+7,78™ 0,0168
Rap (%) 51,00 + 14,15 60,14+ 15,77° 57,50 + 14,15*° 55,36 + 18,71 0,4795
TTR (%) 13,00 £ 14,82* 21,79+ 19,94 19,79+ 24,35 20,21+ 27,73° 0,7331
IMP (%) 31,71+9,38°  31,07+869* 30,36+832*  30,21+9,07° 0,9677
IMP SoNi mup  27,79+1581° 3243+17,36* 37,00+11,71° 37,50 % 16,45° 0,3170
Concg?ragéo 2553+ 26,05 20,83+17,97° 14,06+1500° 8,84+ 835" 0,0852
(% dose)
Concentragio 2857,14 + 5207,14 + 7028,57 + 8764,64 + 0,0686
(sptzs/uL) 3259,24° 4492,29° 7497,84° 8424,44°
Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas

estatisticas (p < 0,05).
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TABELA—6: Médias e desvios padréo apresentados para a motilidade total (MoT, %), progressiva
(MP, %), velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, unvs), velocidade
curvilinear (VCL, unvs), amplitude do dedocamento lateral de cabeca (ALH, um), freqiéncia de
batimentos (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem

de espermatozoides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermética total pos-teste

de termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pds-descongelacéo e pos

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoides recuperados totais (sptzs/uL) para as amostras processadas em diluidor
TRIS nas concentragdes de 12, 25, 50 ou 100 milhdes (TRIS 12, TRIS 25, TRIS 50 e TRIS 100,

respectivamente) de células totais por mL.

Variaveis TRIS 12 TRIS 25 TRIS 50 TRIS 100 P-valor
MoT (%) 62,14 + 15,86° 6550+ 12,81*% 70,29 + 14,74*° 58,86 + 11,45° 0,1689
MP (%) 44,86 + 15,10 48,14+ 15,94* 48,29+ 16,31* 40,07 + 13,88% 0,4556
VAP (pm/s) 100,59 + 30,12% 95,59+ 21,08 87,75+ 21,27% 83,67 + 20,10° 0,2329
VSL (pm/s) 81,24+ 21,94% 78,24+ 1645 70,54+ 1559° 68,68+ 13,04° 0,1693
VCL (unvs) 163,55 + 50,63% 150,91 + 37,81% 140,39+ 36,96 136,83 + 31,43° 0,2932
ALH (pm) 6,73+ 1,52° 6,29 + 1,32° 6,31+ 1,13° 6,15+ 0,61° 0,6121
BCF (H2) 24,36 + 4,412 25,25 + 5,69% 26,67 + 4,40° 25,39 + 4,04% 0,6297
STR (%) 82,36 + 3,52% 83,29 + 4,30% 81,21 + 2,58% 81,29 + 3,912 0,3892
LIN (%) 54,43 + 5,58% 55,86 + 6,59% 54,93 + 6,18% 52,79 + 4,49% 0,5577
Rap (%) 54,79+ 18,18 55,36+ 17,72 58,57 +20,65° 47,43+ 16,88° 0,4396
TTR (%) 21,00+ 22,66 27,50+21,23% 21,50+20,41*° 17,79+ 18,28° 0,6596
IMP (%) 33,86 + 8,43% 31,79 + 10,84% 31,21 +9,34% 26,93 + 9,46% 0,2852
IMP SoNi mup  3500+17,26° 3514 +1937% 36,07 + 15,83" 33,14+17,86° 0,9768
ConcEan/?ragéo 15,83+ 13,31 14,26+ 15,38% 12,91 + 10,92° 7,59 + 9,70° 0,0596
(% dose)
Concentragéo 1971,43 + 3564,29 + 6457,14 £ 7592,86 0,3418
(sptzs/uL) 1667,53° 3845,60° 5461,43 9728,27°
Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas

estatisticas (p < 0,05).
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TABELA-7: Vaores agrupados (médias e desvios padréo) de acordo com o meio diluidor de
congelacdo (MKA ou Tris-gema), independentemente da concentragdo espermética por paheta de

0,5 mililitro.

Variaveis MKA TRIS P-valor  Resultados
MoT (%) 63,66 + 12,57° 64,20 + 14,10° 0,8323 NS
MP (%) 52,34 + 14,32° 45,34 + 15,28° 0,0138 SD
VAP (Um/s) 84,66 + 17,45 91,90 + 23,80% 0,0688 NS
VSL (um's) 76,05+ 17,17 74,67 + 17,412 0,6739 NS
VCL (ums) 120,08 + 24,88 147,92 + 40,13°  <0,0001 SD
ALH (um) 4,88 + 1,15° 6,37 + 1,18 <0,0001 SD
BCF (Hz) 30,50 + 4,03 2542+ 4,62°  <0,0001 SD
STR (%) 88,66 + 5,45 82,04+ 364"  <0,0001 SD
LIN (%) 65,14 + 9,28 54,50 +5,72°  <0,0001 SD
Rap (%) 56,00 + 15,73 54,04 + 18,37 0,5446 NS
TTR (%) 18,70 + 21,89° 21,95 + 20,44° 0,4186 NS
IMP (%) 30,84 + 8,65° 30,95 + 9,63° 0,9507 NS
IMP Swim-up (%) 33,68 + 15,57 34,84 + 17,17 0,7086 NS
Concentracéo (% dose) 16,67 + 18,39° 12,65 + 12,57° 0,3772 NS
Concentracso (sptzs/L)  5964,38 + 6498,57° 4896,43 + 6218,71%  0,2652 NS

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas

estatisticas encontradas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.



TABELA-8: Comparacdo entre a integridade de membrana plasmética pds-descongelacéo (IMPd,
%) e pos-prova de separacdo por svim-up (IMPs, %) em fungdo da concentragdo espermética por
pahetade 0,5 mL.

Tratamento IMPd IMPs P-valor

12 x 10° sptzs/mL 32.79+882%  31.39+ 16.65° 0,3570
25 x 10° sptzs/mL 31.43+9.65° 3379+ 18.10° 0,2549
50 x 10° sptzs/mL 30.79+8.69°  36.54 + 13.67" 0,0222
100 x 10° sptzs/mL 28.57+9.25%  35.32+17.00° 0,0348
Média + Desvio Padréo 30,89 +9,11° 34,26+ 16,33 0,1151

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatigticas (p < 0,05).

35.00
34.00

33.00

IMP (%) 32.00-

31.00+
30.00+
29.00-

FIGURA-4: Integridade de membrana plasmética (%) pés-descongelacéo (IMPd) e pds smim-up
(IMPs) para amostras agrupadas dos 14 touros utilizados no Experimento I, independente da
concentracdo espermética ou meio diluidor de criopreservagéo utilizado (p=0,2687).
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5.2 — Experimento I1: Influéncia do Meio Diluidor de Congelacéo e da Dose Inseminante sobre os

indices de Concepgao de Vacas Nelore ou ¥4 Sangue Nelore | nseminadas em Tempo-Fixo.

5.2.1 — Avaliagao Laboratorial do “Pool de Sémen” Bovino Congelado

Os resultados referentes a avaliagdo in vitro da qualidade das amostras seminais destinadas as
inseminages artificiais (“pool de sémen”) encontram-se sumarizados nas TABELAS 9 a 14.

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os parametros esperméticos avaliados
para amostras processadas em diluidor MKA ou Trissgema frutose quando a concentracdo
espermatica utilizada foi de 100 milhGes de células por palheta.

Para as amostras congeladas com 12 milhGes de células foram observadas diferencas
estatisticas, respectivamente, para o diluidor MKA e TRIS, quanto a amplitude lateral de cabeca
espermatica (4,35 + 0,30 vs 6,45 + 0,60), retilinearidade (90,75 + 2,75 vs 83,0 + 4,24), linearidade de
movimento (68,25 + 3,50 vs 53,5 + 5,00), concentracdo de espermatozoides recuperados em funcéo
da dose inicial (27,92 + 10,15 vs 10,83 £ 2,96) e niUmero de células espermética recuperadas totais
(3350,00 + 1217,92 vs 1300,00 + 355,90).

Ja para as amostras criopreservadas na concentragdo de 25 milhdes de células totais
observou-se a diferenca significativa entre os meios diluidores para a integridade de membrana
plasmética pds swimrup (MKA =48,25 + 3,77 vs TRIS = 61,75 + 2,87).

Para 0 “pool de sémen” bovino congelado na concentracdo de 50 milhGes de céulas
esperméaticas por mililitro de meio foram observadas diferencas significativas para a amplitude
lateral de cabeca (4,48 + 0,99 vs 6,08 * 0,42), frequiéncia de batimentos flagelares (33,03 + 3,54 vs
27,58 + 1,75) e indice de linearidade (67,0 + 10,86 vs 51,75 + 3,10), respectivamente para 0s

espermatozoéides criopreservados em diluidor MKA ou TRIS.



56

A andlise de variancia conduzida para as amostras processadas em diferentes concentracdes
no diluidor TRIS revelou diferencas significativas para o numero total de espermatozéides
recuperados, enquanto que as partidas seminais criopreservadas em diluidor MKA diferiram
estatisticamente em relagdo a proporcdo de células recuperadas em funcdo do nimero de

espermatozoéides presentes por paheta francesa (TABELAS 13 e 14).

5.2.2 — Avaliaco dos i ndices de Fertilidade na | ATF

A andlise de regressdo logistica ndo revelou efeitos cubicos ou quadréticos, sendo realizado o
teste de regressdo linear multipla. N&o foram observados efeitos lineares ou quadraticos para o
escore de condicdo corpora das vacas inseminadas (ECC médio = 2,5) ou para o efeito do meio
diluidor de criopreservagdo (TABELA-15). Efeito dsgnificativo (p<0,05) foi observado para a
concentracdo de espermatozoides inseminados sob as taxas de concepgdo animal.

Para os trabalhos de |ATF foram utilizadas 475 vacas Nelore observando-se o indice médio
de sincronizagdo e ovulagdo de 85,89% e de concepcdo de 49,47% (235/475). Considerando-se
apenas as vacas que apresentaram resposta ovulatoria ao protocolo de sincronizagdo, foco principal
de nosso trabalho, o indice médio de concepcdo independente do diluente ou dose inseminante foi de
57,60% (235/408).

O modelo matematico para o caculo do efeito linear da concentragdo de espermatozoides

inseminados sobre os indices de concepcao de vacas submetidas a | ATF representa:

e(0,0221+ 0,00678" concentragdo espermatica)

y= 1 + g(0:0221+0,00678" concentragio espermticz)

Onde: y = probabilidade de concepcéo estimada; e = base dos logaritimos neperianos ou naturais.
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Em funcdo da tendéncia edtatistica observada para a influéncia dos meios diluidores
utilizados no experimento quanto aos indices de concepcao obtidos na IATF (0,05<p<0,1; TABELA-
15) optou-se pela decomposicdo dos dados por regressdo logistica para andise individualizada da
resposta dos diluentes MKA ou TRIS em funcdo do aumento da dose inseminante. Através do novo
modelo estatistico (TABELA-16) foram observadas diferencas significativas (p<0,05) para a
interacdo da concentracdo espermética em fungdo do diluidor TRIS, denotando que os indices de
concepcao de vacas inseminadas em tempo-fixo sdo fungbes lineares da interagdo TRIS/dose

inseminante (FIGURA-5).
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TABELA-9: Vaores médios e desvios padrédo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de

espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de

termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoides recuperados totais (sptzs/pL) para o “pool de sémen” criopreservado em

diluidor MKA ou Trissgema (TRIS) na concentracdo de 12 milhdes (12) de céulas totais por

mililitro de meio.

Variave's Pool MKA 12 Pool TRIS 12 P-valor  Resultados
MoT (%) 71,0+ 7,79° 62,25 + 11,98° 0,3429 NS
MP (%) 64,0 + 4,97 48,75 + 15,17° 0,2000 NS
VAP (unvs) 90,05 + 5,65 94,15 + 6,65 0,4857 NS
VSL (unvs) 81,45 * 3,217 76,1 + 2,63 0,1143 NS
VCL (um/s) 127,73 + 10,61° 153,45 + 13,58° 0,1143 NS
ALH (um) 4,35 + 0,30° 6,45 + 0,60° 0,0286 SD
BCF (H2) 33,85+ 2,17° 28,45 + 3,81° 0,1143 NS
STR (%) 90,75 + 2,75 83,0 + 4,24 0,0286 SD
LIN (%) 68,25 + 3,50° 53,5 + 5,00° 0,0286 SD
Rap (%) 65,75 + 8,66" 55,0 + 14,26 0,4857 NS
TTR (%) 45,0 + 25,91° 29,5 + 18,522 0,4857 NS
IMP (%) 37,5+ 4,73 30,75 + 9,222 0,2000 NS
IMP Swim-up (%) 56,00 + 8,79° 51,00 + 5,29° 0,4857 NS
Concentracao (% dose inicial) 27,92 + 10,15° 10,83 + 2,96" 0,0286 SD
Concentragdo (sptzs/uL) 3350,00 + 1217,92*  1300,00 + 355,90°  0,0286 SD

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.
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TABELA-10: Valores médios e desvios padréo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de

espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de

termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoides recuperados totais (sptzs/pL) para o “pool de sémen” criopreservado em

diluidor MKA ou Trissgema (TRIS) na concentracdo de 25 milhdes (25) de céulas totais por

mililitro de meio.

Variave's Pool MKA 25 Pool TRIS 25 P-valor  Resultados
MoT (%) 66,25 + 2,75° 66,25 + 3,10° 0,9999 NS
MP (%) 56,5 + 4,12 49,5 + 7,55 0,2000 NS
VAP (ums) 87,95 + 3,342 89,13 +4,97*  0,9999 NS
VSL (unvs) 76,65 + 3,83 72,4 + 2,90° 0,1143 NS
VCL (umis) 129,33+ 15,70 146,18+ 1506*  0,1143 NS
ALH (um) 4,8 +1,02° 5,93 + 0,80° 0,1143 NS
BCF (H2) 34,2 + 4,87° 2833+3,74°  0,1143 NS
STR (%) 87,5 + 6,61° 81,75+591*  0,2000 NS
LIN (%) 63,5 + 9,40° 53,0+ 7,75° 0,1143 NS
Rap (%) 58,75 + 9,36% 60,0 + 3,56 0,9999 NS
TTR (%) 31,75 + 30,38° 22,0+20,80°  0,4857 NS
IMP (%) 35,5 + 6,61° 39,75+ 17,48  0,8857 NS
IMP Swim-up (%) 48,25 + 3,77° 61,75+ 287>  0,0286 SD
Concentracdo (% dose inicial) 12,90 + 4,97° 14,50 + 7,10° 0,6857 NS
Concentragso (sptzs/pL) 3225,00 + 1241,97* 36250+ 1774,59* 0,6857 NS

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.
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TABELA-11: Vaores médios e desvios padrao da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de
espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de
termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds
snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e
nimero de espermatozoides recuperados totais (sptzs/pL) para o “pool de sémen” criopreservado em
diluente MKA ou Trissgema (TRIS) na concentracdo de 50 milhGes (50) de células totais por

mililitro de meio.

Variave's Pool MKA 50 Pool TRIS50 P-valor  Resultados
MoT (%) 77,75+ 5,127 65,25+ 6,950  0,0571 NS
MP (%) 64,0 + 8,72° 48,25 + 4,35° 0,0571 NS
VAP (ums) 87,30 + 4,222 80,23+9,29°  0,3429 NS
VSL (pm's) 76,4 + 5,92 64,95+ 7,01  0,1143 NS
VCL (ums) 119,25+9,97° 131,85+ 18,03%  0,6857 NS
ALH (um) 4,48 + 0,99° 6,08 + 0,42" 0,0286 SD
BCF (Hz) 33,03 + 3,54° 2758+ 175"  0,0286 SD
STR (%) 88,25 + 5,387 81,00 + 2,94° 0,0571 NS
LIN (%) 67,0 + 10,86° 51,75+ 3,10°  0,0286 SD
Rap (%) 68,5 + 8,27 56,0 + 6,00 0,0571 NS
TTR (%) 48,0 + 15,06% 2575+20,79°  0,3429 NS
IMP (%) 43,0 + 6,16° 36,5 + 5,00 0,2000 NS
IMP Swim-up (%) 49,25 + 6,95 50,5+ 12,40°  0,6857 NS
Concentragdo (% dose inicial) 9,60 + 4,97 9,00 + 3,56 0,8857 NS
Concentracio (sptzs/pL) 4800,00 + 2487,30° 4500,0+ 1779,51*  0,8857 NS

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.
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TABELA-12: Valores médios e desvios padréo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de

espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de

termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds

snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e

nimero de espermatozoides recuperados totais (sptzs/pL) para o “pool de sémen” criopreservado em

diluente MKA ou Tris-gema (TRIS) na concentracdo de 100 milhdes (100) de células totais por

mililitro de meio.

Variaveis Pool MKA 100 Pool TRIS100  P-valor Resultados
MoT (%) 60,75 + 5,38° 63,50 + 1,29° 0,3429 NS
MP (%) 48,75 + 4,86 47,75+287*  0,8857 NS
VAP (unvs) 84,43 + 6,38° 88,70 + 8,91° 0,4857 NS
VSL (unvs) 72,58 + 7,12 7215+4,72%  0,9999 NS
VCL (umvs) 124,65 + 7,312 145,03 + 31,24  0,4857 NS
ALH (um) 5,25 + 0,29° 6,00 + 0,90° 0,3429 NS
BCF (Hz) 28,58 + 5,722 27,08 + 3,99° 0,6857 NS
STR (%) 84,5 + 3,70 79,5 + 8,35 0,3429 NS
LIN (%) 59,75 + 4,27° 53,25+ 8,42  0,3429 NS
Rap (%) 57,25 + 4,99 60,75 + 9,00 0,6857 NS
TTR (%) 33,0 + 26,80° 47,50 + 10,282 0,4857 NS
IMP (%) 31,25 + 2,99° 34,25 + 7,68 0,3429 NS
IMP Swim-up (%) 40,75 + 3,59° 42,75+ 17,75  0,8857 NS
Concentragdo (% dose inicial) 7,43 + 4,35 8,18 + 4,25 0,8857 NS
Concentragdo (sptzs/uL) 7425,00 + 4354,60" 8175,0 + 4247,65°  0,8857 NS

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). SD = diferenca significativa; NS = sem diferenca estatistica.
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TABELA-13: Valores médios e desvios padréo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de
espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de
termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds
snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e
nimero de espermatozoides recuperados totais (sptzs/uL) para o “pool de sémen”  bovino
criopreservado em diluente MKA nas concentracoes de 12, 25, 50 ou 100 milhdes (MKA 12, MKA

25, MKA 50 e MKA 100, respectivamente) de céulas totais por mililitro de meio.

Variaveis MKA 12 MKA 25 MKA 50 MKA 100
*MoT (%) 71,0+ 7,79°  6625+275°  77,75+512® 60,75+ 538"
MP (%) 64,0+ 4,97° 56,5+ 4,12° 64,0+ 8,72° 48,75 + 4,86
VAP (unvs) 90,05+ 565°  87,95+334°  87,30+4,22  8443+6,38"
VSL (unvs) 81,45+ 321° 76,65+ 3,83 76,4+ 592° 72,58 + 7,12
VCL (unvs) 127,73+ 10,61 129,33+ 15,70° 119,25+9,97* 124,65+ 7,31°
ALH (um) 4,35 + 0,30° 48+1,02° 4,48 + 0,99 5,25 + 0,29°
BCF (H2) 33,85+ 2,17° 34,2+ 4,87 33,03+354*°  2858+5,72°
STR (%) 90,75 + 2,75 87,5+6,61° 88,25 + 5,38 84,5+ 3,70°
LIN (%) 68,25 + 3,50° 63,5 + 9,40° 67,0+ 10,86° 59,75+ 4,27°
Rap (%) 65,75+8,66° 58,75+ 9,36 68,5+ 8,27° 57,25 + 4,99%
TTR (%) 450+2591*° 31,75+30,38° 48,0+1506*° 33,0+ 26,80°
IMP (%) 37,5+ 4,73 35,5+ 6,61° 43,0 + 6,16 31,25 + 2,99%
IMP Swim-up (%) 56,00+ 8,79° 4825+ 377°  4925+6,95 40,75+ 3,59
**Concentragdo (Yodose) 27,92+ 10,15* 12,90+ 4,97° 9,60+ 4,97™ 7,43 + 4,35°
Concentragdo (sptzs/pl) 3350+ 1217,92% 3225+ 1241,97° 4800 + 2487,30° 7425 + 4354,60°

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). * p=0,0064; ** p = 0,0184.
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TABELA-14: Valores médios e desvios padréo da motilidade total (MoT, %), progressiva (MP, %),
velocidade de trgeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH, pm), frequéncia de batimentos
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade de movimento (LIN, %), porcentagem de
espermatozodides apresentando movimento rapido (Rap, %), motilidade espermatica total pds-teste de
termorresisténcia rapido (TTR, %), integridade de membrana plasmética pos-descongelacdo e pds
snvimup (IMP, %), concentragdo de espermatozoides recuperados em relacdo a dose inicial (%) e
nimero de espermatozoides recuperados totais (sptzs/uL) para o “pool de sémen”  bovino
criopreservado em diluente TRIS nas concentragdes de 12, 25, 50 ou 100 milhdes (TRIS 12, TRIS

25, TRIS 50 e TRIS 100, respectivamente) de células totais por mililitro de meio.

Variavel TRIS 12 TRIS 25 TRIS50 TRIS 100
MoT (%) 62,25+ 11,08  6625+3,10° 6525+ 695  6350% 129
MP (%) 48,75+ 1517° 495+ 7,55 4825+ 435 47,75+ 287"
VAP (unvs) 94,15+ 6,65°  89,13+4,97°  80,23+929"° 88,70+ 8,91
VSL (umvs) 76,1 + 2,63 72,4 + 2,907 64,95+7,01° 72,15+ 4,72
VCL (unvs) 153,45+ 1358° 146,18 + 15,06 131,85+ 18,03 145,03 + 31,24°
ALH (um) 6,45 + 0,607 5,93 + 0,807 6,08 + 0,42° 6,00 + 0,907
BCF (Hz) 2845+381°  2833+374°  2758+175 27,08+ 3,99°
STR (%) 83,0 + 4,24° 81,75+591* 81,00 + 2,94 79,5 + 8,35
LIN (%) 53,5 + 5,007 53,0 + 7,75° 51,75+3,10° 53,25+ 8,42°
Rap (%) 55,0 + 14,26° 60,0 + 3,56 56,0 + 6,007 60,75 + 9,00°
TTR (%) 295+1852°  220+20,80°  2575+20,79 47,50+ 10,28
IMP (%) 30,75+£9,22°  3975+17,48"° 36,5+ 500 34,25 + 7,68°
IMP Swinup (%) 51,00£529°  61,75+2,87%  505+1240° 42,75+ 17,75
Concentracgo (% dose) 10,83+2,96 14,50 + 7,107 9,00 + 3,56 8,18 + 4,25
*Concentracio (sptzg/pl) 1300 + 355,90° 3625 + 1774,50° 4500+ 1779,51° 8175 + 4247,65°

Valores seguidos por letras diferentes (ab,c) dentro da mesma linha denotam as diferencas
estatisticas (p < 0,05). * p = 0,0304.



TABELA-15: Efeito das variaveis meio diluidor de criopreservacdo e concentragdo de
espermatozdides inseminados sobre os indices médios de concepgcdo de vacas “ovuladas’ e

inseminadas em tempo-fixo.

Parametros Estimativa P-valor Resultados
Meio diluidor 0,5908 0,0836 NS
Concentracao espermética 0,0125 0,0132 SD
Escore de Condicéo Corporal 0,4109 0,2814 NS
Concentracao vs meio -0,0104 0,1232 NS

TABELA-16: Efeito das variaveis meio diluidor de criopreservagdo e da interagdo dose
inseminante/meio diluidor em relacdo aos indices médios de concepcdo de

inseminadas em tempo-fixo.

vacas “ovuladas’ e

Par ametros Estimativa P-valor Resultados
Meio cllluidor 0,6229 0,0667 NS
Meio MKA 15,0019 0,6781 NS
Concentracao espermética
em funcéo do meio diluidor .
Meo TRIS | (6125 0,0126 D
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TABELA-17: indices médios de concepcdo agrupados para vacas inseminadas em tempo-fixo em
funcdo da dose inseminante (12 a 100 milhBes de espermatozdides por mililitro de meio),
independentemente do diluidor de criopreservagao utilizado.

Tratamento N Prenhez (n) Concepcao (%)
12 x 10° sptze/mL 116 60 51,72
25 x 10° sptzs/mL 106 59 55,66
50 x 10° sptzs/mL 112 67 50,82
100 x 10° sptzs/mL 74 49 66,22
X 408 235 57,60

TABELA-18: indices médios de concepgio observados para vacas Nelore inseminadas em tempo-
fixo de acordo com a meio diluidor utilizado na criopreservacdo espermética e da dose inseminante
(12 a 100 milhdes de espermatozoides por mililitro de meio).

MKA TRIS
N Concepcéo N Concepcéo
Ovuladas (%) Ovuladas (%)
12 x 10° sptze/mL 59 57,63 57 45,61
25 x 10° sptzs/mL 63 60,31 43 48,84
50 x 10° sptzs/mL 54 59,26 58 60,34
100 x 10° sptzs/mL 40 62,50 34 70,59

média (n=216) 59, 72 (n=192) 60,41
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Concepcgao (%)

12 25 50 100

Concentragdo de Espermatozoides Inseminados
(dose inseminante, milhdes/mL)

FIGURA-5: Relacdo entre 0 aumento da dose inseminante e os indices médios de concepgéo obtidos
para vacas inseminadas em tempo-fixo de acordo com o meio de criopreservacdo utilizado (p
=0,0667).
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Concentracdo espermética (dose inseminante, milhdes/mL)

FIGURA-6: Efeito compensatorio (p<0,05) da dose inseminante sobre os indices médios de
concepcdo obtidos para vacas sincronizadas e inseminadas em tempo-fixo.
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6.0 — DISCUSSAO

6.1 — No Experimento | foi avaliado o efeito do meio diluidor e de diferentes concentragbes
esperméaticas por palheta de 0,5 mL sobre a viabilidade in vitro do sémen bovino congelado de 14
touros daraca Nelore.

Considerando-se a complexidade que envolve 0s processos reprodutivos, torna-se improvavel
que a avaliagdo de um Unico atributo espermatico possa refletir a real capacidade de fertilizagdo de
uma amostra seminal (HALLAP, 2005). Diversos parametros classicamente utilizados na rotina de
andlise laboratoria do sémen congelado, como a avaliacdo subjetiva da motilidade espermética e
morfologia dos espermatozoides, apresentam um limitado valor para o estudo do efeito de diferentes
meios diluidores sobre a viabilidade espermética (GIL et al., 2000).

Nesse sentido, apesar da controvérsia existente a respeito da correlacdo da motilidade
espermatica com os indices de fertilidade in vivo, a andlise de mdiltiplos atributos de movimento
espermatico por meio da técnica CASA e determinacdo da viabilidade espermética através de
técnicas de andlise de membranas citoplasméticas, testes funcionais de separacdo e provas de
incubagdo podem agregar maior sensibilidade a avaliacdo in vitro do sémen bovino.

Diversos fatores podem afetar a fertilidade dos espermatozéides bovinos congelados,
influenciando, consequentemente, nos resultados obtidos durante a realizacdo das avaliagOes
laboratoriais da qualidade espermatica. Fatores como o tipo de processamento espermatico, incluindo
os diluentes de congelacdo utilizados e a concentragdo de espermatozOides por paheta podem
exercer grande influéncia sobre os indices de congelabilidade e fertilidade, condi¢cbes que
representam o objetivo desse estudo.

Internacionalmente adota-se o vaor de 50% de células mdveis totais pds-descongelacdo

como parametro minimo de qualidade espermatica (ZHANG et a., 1999). Nesse contexto ambos 0s
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diluidores testados mostraram-se eficientes para o processamento do sémen bovino quando tomada
apenas a motilidade total pds-descongelacdo como parédmetro de qualidade semina (MKA 12= 58,29
+ 10,51, MKA 25 = 66,29 + 13,49, MKA 50 = 66,14 + 11,57, MKA 100 = 63,93 + 14,05; TRIS 12 =
62,14 + 15,86, TRIS 25 = 65,50 = 12,81, TRIS 50 = 70,29 + 14,74, TRIS 100 = 58,86 + 11,45,
respectivamente para amostras criopreservadas nas concentragoes de 12, 25, 50 e 100 milhdes de
espermatozdides totais por mililitro de meio), ndo sendo observadas diferencas significativas entre os
diferentes meios ou entre as concentragdes esperméticas avaliadas. Os resultados obtidos encontram-
se em conformidade com os reportados por Crespilho et al., (2006)° que ndo observaram diferenca
significativa para motilidade total pds-descongelacdo apresentada por espermatozoides bovinos
criopreservados nos diluidores MKA ou Tris-gema frutose.

A porcentagem de espermatozoéides exibindo movimento progressivo (MP, %) representa um
indice classicamente utilizado como parémetro de qualidade para amostras espermaticas de diversas
espécies animais. Além de caracteristica de movimento atamente desgjavel para amostras de sémen
bovino congelado, reporta-se a associagdo dos indices de MP com determinadas caracteristicas
estruturais dos espermatozdides. Segundo Barnabé et al., (1981) quanto maior o indice de MP inicia
das amostras esperméticas menor € a incidéncia de acrossomos anormais, relatando uma correlagéo
significativa (p < 0,01) entre o padréo de movimento e a preservagdo da estrutura espermética.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas significativas para a MP entre os oito
grupo experimentais estudados, indicando que tal parametro ndo sofreu influéncia da concentragéo
de espermatozOides processados por paheta. No entanto a pronunciada diferenca numérica
observada entre as médias apresentadas nas TABELAS 1, 2, 3 e 4 sugerem que a porcentagem de
espermatozdides progressivos de uma amostra pode ser influenciada pelo meio diluidor de

criopreservacao.
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Para averiguagdo dessa hipétese a TABELA-7 apresenta os dados agrupados dos 8 grupos
experimentais levando-se em consideragdo apenas o diluente de congelagcdo, independente da
concentracdo espermatica (reunido dos valores obtidos para as concentragdes de 12, 25, 50 e 100
milhGes de espermatozdides por mL de acordo com o meio utilizado). Observa-se nesse caso a
diferenca significativa para 0 MP (MKA = 52,34 + 14,32 vs TRIS = 45,34 + 15,28, p = 0,0138)
demonstrando-se a influéncia do meio de criopreservacdo sobre a progressividade de movimento dos
espermatozoéides bovinos.

Acredita-se que as diferencas significativas ndo evidenciadas entre 0s grupos experimentais
andlisados individuamente ndo estejam relacionadas a sensbilidade da técnica de avaliagéo
computadorizada do movimento espermatico, visto que, segundo Farrel et a., (1998) o MP
representa um dos pardmetros de maior repetibilidade quando analisado através da técnica CASA. O
baixo nimero de repeticbes readlizadas para cada concentracdo espermatica ocasionou maior
dificuldade na analise dos resultados, situagdo contornada pelo agrupamento dos valores apenas pelo
meio diluidor de congelagéo.

Em concordancia aos resultados apresentados, Hirai et a., (1997) indicam uma influéncia
significativa do meio diluidor sobre o indice de espermatozobides desempenhando MP, sendo
observada a queda gradativa do padréo de movimento de acordo com o aumento da viscosidade do
meio. Em nosso trabalho como ambos os meios de criopreservacdo utilizados sofreram
centrifugagbes durante a confeccdo (processo que favorece a avaliagdo laboratorial do sémen),
possiveis diferencas entre os indices de progressividade podem ter sido amenizadas em virtude da
diminuicdo da viscosidade dos diluidores, situacdo que associada ao baixo nimero de repeticbes
justificam a dificuldade para a comprovacdo estatistica das diferencas numéricas observadas.

Em relacdo as variaveis velocidade de traeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL,

pum/'s) e velocidade curvilinear ou real (VCL, pm/s), parametros avaliados através da técnica CASA



70

gue expressam a velocidade espermética ao longo de sua trgjetoria, foram observadas diferencas
significativas apenas para 0 VCL em funcdo do meio diluidor utilizado nas concentragGes de 12
(MKA 12 =120,81 + 26,57 vs TRIS 12 = 163,55 + 50,63), 25 (MKA 25 = 121,12 + 22,85 vs TRIS
25 = 150,91 + 37,81) e 50 milhdes de espermatozdides totais por mL (MKA 50 = 121,12 + 22,85 vs
TRIS 50 = 150,91 + 37,81). Os resultados apontam para uma maior velocidade curvilinea ou redl
pos-descongelacdo para 0s espermatozodides criopreservados em diluidor Tris-gema de ovo frutose.

A relacdo entre os pardmetros de velocidade espermética e os indices de fertilidade
permanece sem uma definicdo clara na literatura. Verstegen et al., (2002) indicam que amostras
espermaticas apresentando valores significativamente maiores de VAP, VSL, e VCL produzem
maiores taxas de fertilizacdo (acima de 50% de ovadcitos fertilizados) em relacdo a partidas seminais
apresentando baixos indices de velocidade.

CorrelacOes significativas (p<0,05) sdo reportadas para as taxas de clivagens de ovécitos
fertilizados in vitro e os valores médios de VCL obtidos a partir de amostras seminais de diferentes
touros (HWANG et a., 1999). Associagdo positiva é observada também para valores aumentados de
VCL e taxa de penetracdo espermética nas células do cumullus de ovécitos de hamsters (OLDS-
CLARKE, 1996), indicando que tal parametro de velocidade dos espermatoziides apresenta grande
importancia para a determinagéo dos resultados da fertilizacdo in vitro.

Farrel et a., (1998) anadlisando dados de 211.956 servigos observaram correlagdo significativa
(r = 0,67) dos valores agrupados de VCL e motilidade progressiva pos-descongelagdo com 0s
resultados de concepgao nainseminagdo artificial em bovinos.

Em contrapartida, Hallap (2005) indica que a velocidade média de trgeto desempenhada
pelos espermatozoéides bovinos pds-descongelacdo representa a variavel de maior correlagdo com os

indices de fertilidade in vivo (r = 0,479, p = 0,044) quando tomada isoladamente.
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Trabalhando com sémen bovino refrigerado Tardiff et al., (1997) observaram um maior
declinio para os padrdes de velocidade espermatica ao longo do periodo de 3 dias de estocagem em
relacdo ao parametro motilidade total, resultados que sugerem uma maior sensbilidade das
caracteristicas de velocidade dos espermatozéides para a estimativa do potencial de fertilidade de
amostras de sémen bovino.

Apesar de diversos trabalhos reportarem a importancia dos parametros de velocidade
esperméatica para a determinacdo dos indices de fertilidade in vitro e in vivo, pode-se afirmar que 0s
meios diluidores e concentracdo de espermatozoides processados ndo exerceram influéncia sobre a
velocidade dos espermatozoides quando considerados apenas os parametros VAP e VSL, de acordo
com a metodologia proposta para o experimento. Os valores similares em termos de velocidade
espermética jugtificam a ndo observacdo de diferencas edtatisticas para a porcentagem de
espermatozéides exibindo movimento rapido (Rap, %) em fungdo do meio de criopreservacdo ou da
concentracdo espermética por paheta francesa

Em relacdo as amostras processadas na concentracdo de 100 milhdes de espermatozdides
totais por mL ndo foram encontradas diferencas significativas entre os diferentes meios diluidores
utilizados para nenhuma das variaveis de velocidade espermética mensuradas no experimento. A
principal justificativa para os achados reside no proprio efeito da concentracéo espermética das
amostras, influenciando negativamente o padrdo de movimento desempenhado pelas células.

Para amostras altamente concentradas pode-se observar a exclusdo de andlise das céulas
espermaticas mais rapidas em funcéo das préprias colisdes que ocorrem entre os espermatozéides ou
pela grande proximidade existente entre as células (VERSTEGEN et al., 2002). Em virtude de um
maior nimero de colisdes e sobreposicdes celulares durante o movimento, também se torna plausivel
a suposicdo de que a concentragdo esperméatica por palheta exerca influéncia sobre os indices de

retilinearidade e linearidade das amostras analisadas através de CASA. Nesse sentido, a TABELA-5
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ilustra as diferencas estatisticas encontradas para STR e LIN em fun¢do da concentracdo de
espermatozéides congelados em meio MKA, identificando, portanto, a interferéncia significativa do
nimero de células esperméticas criopreservadas sobre a avaliagdo computadorizada do movimento
espermatico.

Em contrapartida ndo foram evidenciadas as mesmas diferencas significativas quando
avaliada a influéncia da concentracdo sobre os padrdes de movimento desempenhados por células
esperméaticas processadas em diluente TRIS. A hipdtese mais provavel para explicagdo dos achados
baseia-se nas diferencas cinéticas proporcionadas por cada meio diluidor utilizado no experimento.

Os resultados apresentados nas TABELAS 1, 2, 3 e 4 indicam que 0s espermatozoides
criopreservados em diluidor TRIS apresentam menor proporcao de retilinearidade e linearidade pos-
descongelacdo em relacdo as células processadas em diluente MKA, independentemente da
concentracdo espermética. Nesse sentido presume-se que para amostras naturalmente menos lineares
e, portanto, mais circulares, uma menor interferéncia sobre os padrdes de movimento retilineo pode
ser observada, justificando os achados conflitantes apresentados pelos diluidores.

De acordo com os resultados reportados por Ferreira (2000) e Sidhu et al., (1998) a avaliagéo
computadorizada de amostras seminais no aparelho Hamilton Thorn Research apresenta melhor
eficiéncia para concentragdes esperméticas entre 20 a 80 x 10° espermatozéides/mL, justificando,
portanto, um dos provaveis fatores causais para os resultados alcancados no experimento.

A andlise das TABELAS 1 a 4 revela diferencas significativas (p< 0,05) para a amplitude
lateral de cabega espermética, freqiiéncia de batimentos flagelares, retilinearidade e linearidade de
movimento gerados pela técnica CASA, observando-se o claro efeito do meio diluidor na
determinagcdo dos resultados, independentemente da concentragcdo de espermatozoéides processados

por palheta (TABELASS, 6 e7).
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Os maiores valores para BCF, STR e LIN apresentados pelos espermatozoides
criopreservados com o diluidor MKA indicam uma maior linearidade de movimento em relagcdo as
células processadas em diluidor TRIS. Conclusdes similares foram apresentadas por Verberckmoes
et a., (2005) que compararam a eficiéncia de 3 meios para manutencdo de sémen bovino a fresco,
indicando que os valores aumentados de VSL, BCF, STR e LIN proporcionados pelo diluidor CEP-2
(composicdo biogquimica sintética do plasma da cauda do epididimo bovino) estariam relacionados a
um maior vigor e retilinearidade dos espermatozoides.

Dentre os diversos parametros gerados pela técnica CASA, a linearidade espermética
representa a variavel de maior correlagdo com o potencial de fertilizagdo do sémen bovino congelado
(JANUSKAUSKAS et d., 2001; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005). Hallap et a., (2004) apontam
uma correlacdo significativamente negativa entre a porcentagem de espermatozdides moveis ndo
lineares e as taxas de ndo retorno ao cio pos-l1A.

Januskauskas et al., (2001) observaram uma correlagdo significativa (r = 0,82) entre a
linearidade espermédtica e motilidade total pds-descongelacdo. Em nosso trabalho foi observado um
padréo dignificativamente maior para a linearidade espermética desempenhada pelos
espermatozoéides criopreservados em diluidor MKA em relagdo ao TRIS, resultado que pode explicar
em virtude da associagdo anteriormente citada a superioridade numérica, porém ndo significativa,
dos indices de motilidade total proporcionados pelo diluidor MKA.

Os valores significativamente superiores para a amplitude lateral de cabeca apresentados
pelos espermatozoides criopreservados em diluidor TRIS em relagdo ao processamento em extensor
MKA, independentemente da concentracdo espermética (MKA 12 =4,62 + 1,38vs TRIS12=6,73 +
1,52; MKA 25=4,63+ 1,03vsTRIS25=6,29 + 1,32, MKA 50 =4,93+ 1,04 vsTRIS50 = 6,31 +
1,13; MKA 100 = 5,34 + 1,10 vs TRIS 100 = 6,15 + 0,61) permitem a especulagdo de um maior grau

de hiperativacéo dos espermatozoides congelados em meio Tris-gema de ovo frutose.
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Fisiologicamente o processo de hiperativagdo corresponde ao padréo de movimento vigoroso,
ndo progressivo e ndo linear desempenhado pelos espermatozdides mamiferos, especiamente
modulado para o transporte espermatico através da regido tubarica do aparelho reprodutor feminino
apresentando relagdo com os fendmenos de capacitacéo e fertilizacdo ovocitaria (DELL AQUA Jr. et
al., 2006; VERSTEGEN et al., 2002).

Os espermatozoides bovinos hiperativados exibem movimentacdo extremamente lateralizada
compondo um padréo classificado como em “forma de estreld’ ou “forma de 8° (MARQUEZ &
SUAREZ, 2004; TARDIFF et d., 1997), apresentagdes cinéticas que podem ser objetivamente
avaliadas através da andlise computadorizada do movimento espermético (KAVAC et al., 2003).

Segundo Verstegen et a. (2002), dtos indices de VCL e ALH associados a baixos valores de
LIN correspondem as caracteristicas de movimento geradas pela técnica CASA freglientemente
utilizadas para definir o0 estado de hiperativagdo espermatica de uma amostra seminal.

Geralmente a hiperativacéo é considerada como componente do processo de capacitacdo, pois
se observa gque o0s espermatozoéides tornam-se hiperativos enquanto a capacitacdo se processain vitro
(MARQUEZ & SUAREZ, 2004). Robertson et al., (1998) indicam que a investigagdo da relacéo
tempora entre mudancas nos padrdes de motilidade esperméatica e a ocorréncia do “destacamento”
espontaneo do acrossomo sugerem uma associagao entre esses eventos.

Embora estabelecido o papd fisiolégico do movimento hiperativo, pouco se conhece sobre 0s
mecanismos pelo qual ele é iniciado (MARQUEZ & SUAREZ, 2004). Acredita-se que enquanto a
capacitacdo espermética é ativada pela presenca de glicosaminoglicanos e regulada pela producéo de
AMPc celular, a hiperativagdo relaciona-se a biodisponibilidade de ions calcio (HALLAP et a.,
2005; JANUSKAUSKAS et a., 2000; SUAREZ et al., 1993). Segundo Ho & Suarez (2001) o Ca'™
desempenha o principal papel na regulagdo do movimento hiperativo, observando-se uma maior

concentracdo citoplasmatica do ion em espermatozéides hiperativados.
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A despeito da importancia fisiologica do processo de hiperativacdo, relacionando-se ao
transporte de gametas e a penetragdo do ovocito (HAFEZ & HAFEZ, 2004; HO & SUAREZ, 2001)
este padréo de movimento, baseando-se nas afirmagdes de Centola et al., (1998) e Hallap et d.,
(2004) pode representar o indicativo de um maior grau de crioinjUria para as amostras congeladas
com o diluidor TRIS, e, portanto, prejuizos ao processo de fertilizacdo. Embora a capacitacdo e
reacdo do acrossomo sgam vitais para a fecundagdo, os eventos sO apresentam beneficios para
espermatozdides que se encontram na proximidade do ovocito, podendo ocasionar a morte celular
prematura para amostras utilizadas na|A (MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2006).

Bilodeau et a., (2002) indicam que o diluidor Trissgema de ovo apresenta uma baixa
capacidade de neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante o processo de
criopreservacdo, permitindo, portanto, a formagdo de substéncias primariamente responsaveis pela
peroxidacdo dos lipideos de membrana responsaveis pelo controle da permeabilidade celular.

Alteraces nas membranas esperméticas levam ao aumento da permeabilidade a ions como o
Ca'™ e HCOs que penetram no citoplasma celular estimulando a enzima adenilciclase a producéo de
AMPc que leva a estimulagdo da proteina quinase A, e que por sua vez atua na fosforilagcdo da
proteina tirosina, evento que culmina com a capacitacdo espermatica (MARQUEZ & SUAREZ,
2004). Nesse sentido, presume-se uma maior predisposicdo das células esperméticas criopreservadas
em diluidor TRIS a0 influxo de ions cécio, justificando a maior propor¢éo de espermatozéides
hiperativados em relagdo ao diluidor MKA.

Resultados similares a0 nosso experimento foram reportados por Tardiff et al., (1997),
observando uma maior propor¢do de hiperativacdo espermética proporcionada pelo meio TRIS em
relacdo ao diluidor Cornell University. Segundo os mesmos autores, 0 movimento hiperativo pode
estar relacionado a resposta das células esperméticas a interacdo idnica com as moléculas presentes

no TRIS.
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Em relacéo ao teste de resisténcia espermética pos-TTR foi observada resposta similar entre
0S dois grupos estudados (p=0,9858). Apesar da consagrada utilizacdo das provas de
termorresisténcia na rotina da avaliagdo laboratorial do sémen congelado de diversas espécies de
interesse econdémico, tem-se atribuido uma baixa correlacdo dos resultados obtidos a0 TTR com os
indices de fertilidade animal.

Viana (2004) ndo observou correlacdo entre a porcentagem de espermatozdides moveis pos-
teste de termorresisténcia rapido e lento com os indices de concepcdo pds-inseminacdo artificial em
bovinos. Tais achados podem estar relacionados a propria metodologia empregada na realizagdo do
TTR, submetendo as amostras seminais a condi¢des “anti-fisioldgicas’, representadas pelo estresse
térmico (46°C) e osmético (osmolaridade acima de 1000mOsm/L determinada pelo uso do
crioprotetor glicerol) ndo representativos das reais condi¢des encontradas pelas células esperméticas
no trato reprodutor feminino. Portanto, os resultados obtidos no TTR ndo determinaram contribuicéo
significativa a0 presente modelo experimental, em concordancia a outros estudos desenvolvidos
anteriormente (ARRUDA et a., 1992; SILVA et a., 2005; VIANA, 2004).

A integridade funcional da membrana plasmética fregqlientemente representa um sindnimo
para viabilidade dos espermatozoides a0 processo de fertilizagdo (GIL et al., 2000; GRAHAM &
MOCE, 2005; RASUL et al., 2001). No entanto os diversos dominios de membrana dos
espermatozéides mostram-se  dtamente  vulnerdvels a  criopreservacdo,  observando-se
freqUientemente a queda significativa da viabilidade esperméatica em fungdo do processamento.

A classificacdo comumente utilizada que agrupa os diferentes touros em “bons’ ou “maus
congeladores’ se relaciona a caracteristicas individuais da estrutura das membranas esperméticas, as
guais podem ser determinadas por fatores genéticos, predispondo a resisténcia ao processo de

criopreservacdo (STORNELLI et al., 2005).
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Em nosso experimento utilizando a combinacdo de sondas fluorescentes Diacetato de
Carboxifluoresceina, éster de fluoresceina permeavel as membranas esperméticas que atua através da
reacdo com esterases citoplasméticas (GARNER et a., 1988; MALMGREN, 1997) e o lodeto de
Propideo, sonda naturalmente impermedvel as membranas celulares que se liga ao DNA de
espermatozéides previamente lesionados (HARRISON & VICKERS, 1990) ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os espermatozdides criopreservados em meio MKA ou TRIS,
independente da concentragdo espermética.

Os vaores médios obtidos para cada meio de criopreservacao, independente da concentracdo
de espermatozoides processados foi de 30,84 + 8,65 e 30,95 + 9,63, respectivamente para as células
espermaticas criopreservadas em diluidor MKA ou TRIS (TABELA-7), resultados que se
assemelham numericamente aos reportados por estudos anteriores (ALBERTI et al., 2005% BRITO
et a., 2003; CRESPILHO et al., 2006”; CRESPILHO et al., 2006").

Contraditoriamente Alberti et al., (2005)° observaram diferenca significativa para a IMP
proporcionada pelo diluidor Botu-Bov® (predecessor do meio MKA) em relagcéo aos €aculados
bovinos congelados em meio TRIS (30,12% vs 25,90%). Resultados similares também foram
reportados por Celeghini et al., (2005) que observaram uma maior preservacdo de membrana
citoplasmética para amostras esperméticas criopreservadas em Botu-Bov® em relagdo as
processadas em diluente Bioxcell® (28,11 + 1.11 vs 18,16 + 0,97 %, respectivamente).

A manutencdo de IMP do sémen bovino ap0s o processo de congelagcdo/descongelacdo parece
sofrer grande influéncia dos componentes presentes no meio diluidor. Garner et al., (1988) utilizando
a associagdo fluorescente CFDA+PI e andlise por citometria de fluxo observaram uma populagéo
significativamente maior de espermatozoéides integros (p<0,0001) para amostras de sémen bovino

congeladas em meio citrato-gema de ovo em relacdo ao diluidor a base de leite homogeneizado.
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Resultados similares foram apontados por Thun et a., (2002) que observaram uma maior
proporcdo de IMP para espermatozéides criopreservados em meio a base de gema de ovo em relacéo
aos processados em diluidor Biociphos-plus®, composto por lecitina de soja. Nesse sentido,
Medeiros et al., (2002) destacam o papel das lipoproteinas e fosfolipideos presentes na gema de ovo
como responsaveis pelo mecanismo de protecdo das membranas espermaticas, aumentando a
proporcdo colesterol/fosfolipideos dos espermatozdides e com isso reduzindo-se a ocorréncia do
choque térmico ou choque frio.

Como em nosso trabalho ambos os meios de congelagdo utilizados apresentavam 20% de
gema de ovo como fonte de lipoproteinas, justificam-se os resultados similares em termos de
preservacdo das membranas esperméticas. Possivelmente através de um maior nimero de andlises
laboratoriais e a associagdo de técnicas mais sensivels como a citometria de fluxo que apresenta
autonomia para avaliagdo de 10.000 a 50.000 espermatozoides por minuto (ARRUDA et al., 2004,
GRAHAM & MOCE, 2005), as provaveis diferencas existentes entre os diferentes meios diluidores
de criopreservacdo quanto a manutencdo da IMP e viabilidade espermética pos-descongelacéo
poderiam ser identificadas.

Experimentos prévios tém estabelecido que os procedimentos de separacdo espermética
conduzidos pré ou pos-criopreservacdo resultam na selecdo de espermatozoéides bovinos de maior
qualidade e fertilidade (CENTOLA et a., 1998; CORREA & ZAVOS, 1996; SAMARDZIJA et d.,
2006). Nesse sentido, os resultados obtidos por técnicas como o swim-up podem ser utilizados como
marcadores para a eficiéncia do processo de congelacdo e descongelagdo, representando
guantitativamente e qualitativamente o potencial de fertilidade intrinseco para cada amostra de
sémen bovino congelado.

No Experimento | ndo foram evidenciadas diferencas significativas para os parametros

integridade de membrana plasmatica pos swim-up, taxa de recuperacdo espermética em fungdo da
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dose inicial e taxa de recuperacéo total entre os meios de criopreservagdo utilizados ou entre as
diferentes concentracdes de células esperméticas processadas por paheta.

Frente aos resultados obtidos duas importantes questdes podem ser levantadas para melhor
compreensdo dos dados gerados. (1) - a técnica de separacdo empregada foi efetiva para a
recuperacdo da populacdo espermatica de maior potencial de fertilidade e viabilidade? (2) - a técnica
de snim-up apresenta sensibilidade suficiente para identificar as possivels diferencas existentes entre
0s meios de criopreservacado quanto a qualidade dos espermatozdides recuperados (assumindo-se que
a qualidade das células recuperadas apresenta relacdo direta com a efetividade do processo de
congelacdo)?

Para avaliacdo da efetividade de selecdo da técnica, a TABELAS 8 apresenta os resultados
agrupados de acordo com a concentragdo espermatica por amostra seminal (reunido dos dados
gerados independente do meio diluidor) para a integridade de membrana plasmética pés
descongelacdo (IMPd) e pos snimrup (IMPs). Nessa smulagdo sdo observadas diferencas
significativas para a proporcdo de IMPd e IMPs para amostras criopreservadas, respectivamente, nas
concentragdes de 50 (30,79 * 8,69% vs 36,54 + 13,67° ) ou 100 milhdes de espermatozdides por
mililitro (28,57 + 9,25%vs 35,32 + 17,00).

Os dados gerados indicam que a concentracdo esperméatica pode exercer influéncia sobre a
gualidade das células recuperadas. Frente aos resultados observados presume-se que para amostras
seminais menos concentradas (12 e 25 milhdes de células totaimL) ocorre uma menor interferéncia
competitiva entre os espermatozdides para a migragdo através dos diferentes gradientes fluidos
impostos pela técnica de snim-up, favorecendo o dedocamento de células que mesmo apresentando
lesbes de membrana preservaram a motilidade. Nesse sentido, 0s espermatozdides encontram-se com

maior liberdade para execucdo do movimento, havendo um menor nimero de colisdes e, portanto,
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uma menor interferéncia da trgjetoria celular, resultando, portanto, em uma menor efetividade de
selecdo.

Tais conclusdes tornam-se ainda mais provaveis pela observacdo dos resultados expressos nas
TABELAS 5 e 6, que indicam que para os dois meios de congelacéo utilizados houve a tendéncia
(p<0,1) de maior recuperacdo espermatica (em funcdo da dose inicial) para amostras criopreservadas
sob menores concentragdes esperméticas, ocorrendo, portanto, uma maior recuperacdo proporcional
para amostras contendo 12 ou 25 milhGes de células em relagdo aos demais grupos experimentais.
Essas evidencias apGiam a hipdtese de uma menor efetividade de selecdo para amostras de sémen
bovino congelado processadas sob maiores taxas de dilui¢éo.

Na FIGURA 4 é redlizada uma nova simulagédo agrupando todos os dados gerados para IMPd
e IMPs independente do meio de criopreservacao e da concentragcdo espermatica por palheta de 0,5
mL. Nesse caso, ndo foram evidenciadas diferencas significativas entre as varidveis, sugerindo que a
técnica de svim-up ndo foi efetiva na selecdo de uma populagao espermética de maior viabilidade.

Tais achados contrariam os reportados por Parrish & Foote (1987) e Somfai et a., (2002) que
demonstraram a efetividade do swimrup para a recuperagdo de sub-populagdes esperméticas
apresentando maior motilidade, velocidade e integridade das membranas plasméticas e acrossomais.

No entanto torna-se importante destacar que a maior parte dos estudos desenvolvidos
anteriormente utilizavam técnicas supra-vitais como a Eosina-Nigrosina (EN) ou Tripan Blue Giensa
(TBG) para o0 acesso a integridade de membrana plasmética do sémen bovino pos-descongelacdo e
pGs swim-up.

Apesar da consagrada utilizac8o de tais técnicas para a andlise de amostras seminais das mais
diversas espécies, 0s corantes supra-vitais apresentam uma baixa eficiéncia para a avaiacdo da

viabilidade do sémen bovino congelado em funcéo do crioprotetor glicerol, constituinte comumente
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utilizado para congelacdo esperméatica, que exerce importante influéncia sobre a marcacdo tintorial
dos espermatozdides (GARNER et a., 1988; MIXNER & SAROFF, 1954).

Nesse sentido, a eliminagdo dos agentes crioprotetores durante a realizacdo das provas de
swimup (“efeito lavagem” sobre as amostras seminais) pode determinar um acréscimo substancial
na efetividade das técnicas supra-vitais, tornando incomparavel o indice de integridade de membrana
pos-descongelacdo (interferéncia do glicerol) e pés-separagdo (sem glicerol), levando a
superestimativa das diferencas para a IMP. Corroborando com as hipéteses levantadas, Brito et al.,
(2003) indicam que as coloracfes de EN e TBG superestimam a proporcdo de espermatozéides
integros de uma amostra em relagdo aos corantes fluorescentes CFDA e PI.

Outro fator que pode estar envolvido nos resultados similares observados para a IMP pos-
descongelacdo ou snimup corresponde ao estimulante cafeina presente no diluidor mDM utilizado
nas provas de separacio (APENDICE 4). Segundo Mérquez & Suarez (2004) a hiperativacio
espermatica pode ser induzida em espermatozéides ndo capacitados através de agentes como a
cafeina e procaina.

Pereira et a., (2000) apontam que a cafeina pode estimular a ocorréncia de reagdo acrossomal
para espermatozoides bovinos e caprinos em fungdo do tempo de incubagdo com o agente. Nesse
sentido, como a metodologia de sMm-up utilizada em nosso trabalho previa a incubagdo das
amostras por 45 minutos, pode-se inferir um aumento da proporcdo de células capacitadas ao final
das avaliagbes, e conseglentemente, uma maior marcagdo espermatica pela sonda iodeto de
propideo.

Como os procedimentos de incubagdo ou diluicdo espermética pds-descongelacdo aumentam
a velocidade de capacitagio dos espermatozoides (PEREZ et al., 1996) e a cafeina presente no meio
de separacdo exerce estimulo direto sobre 0 processo, uma maior quantidade de células podem ser

identificadas como portadoras de membrana plasmética lesada por exibirem marcagdo pela sonda
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lodeto de Propideo na regido acrossomal, levando a diminuigcdo da sensibilidade da técnica de swim-

up paraaavaliacéo do potencia de fertilidade de amostras de sémen bovino congelado.

6.2 — No Experimento Il foram avaliadas as possiveis interacdes entre o diluente de congelacdo e a
dose inseminante na determinagdo dos indices de concepcdo de vacas Nelore ou %2 Sangue Nelore
inseminadas em tempo-fixo.

Nas Ultimas décadas, questdes como 0 nimero minimo de espermatozoides necessarios para a
obtencdo de indices aceitdveis de concepcdo e a relagdo entre os diferentes testes conduzidos
laboratorialmente e os indices de fertilidade véem motivando diversos trabalhos de pesguisa
envolvendo alA em bovinos.

Um dos maiores entraves para a determinagdo da melhor dose inseminante, apresentando a
melhor relacéo custo/beneficio e garantindo bons indices de fertilidade, representa a grande variagcéo
individual dos touros. Diversos trabalhos reportam a variabilidade marcante entre os indices de
fertilidade tomados individualmente (“efeito touro”), observando-se diferencas significativas entre
animais quanto as taxas de concepcdes relacionadas ao nimero de espermatozoides inseminados
(ANDERSON et al., 2004; DEEN DAAS, et a., 1998, JONDET, 1972; NEHRING & ROTHE,
2003), taxa de fertilizagdo e numero de embrides recuperados pés-transferéncia de embribes
(MISRA et a., 1999; SAACKE et a., 2000), taxa de clivagem e desenvolvimento embrionario
inicidl em sistemas de fertilizagdo in vitro (WARD et al., 2001) e manutencdo da gestacdo pos-
inseminacdo artificial (LIMA et a., 2004).

Nesse sentido, trabalhos utilizando a mistura de amostras seminais de diferentes touros (“pool
de sémen”) apresentam grande contribuicdo para a exclusdo de possiveis efeitos individuais

relacionados ao reprodutor, permitindo ndo apenas a observacdo dos indices médios de concepcao
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determinados individualmente, mas a identificagdo de possiveis tendéncias a serem aplicadas na
dinémica das diferentes populagdes animais.

Para determinagéo das possivels interagdes entre 0 aumento da dose inseminante, diluente de
criopreservacdo e taxas de concepgao de vacas inseminadas em tempo-fixo foi utilizado um “pool de
sémen” composto por 7 gaculados de diferentes touros selecionados no primeiro experimento.

Seguindo as mesmas tendéncias observadas no Experimento |, foram encontradas diferencas
numéricas pronunciadas para as variaveis BCF, LIN, STR (sempre superiores para amostras
processadas em diluidor MKA, independente da concentracdo de espermatozoéides por paheta), ALH
e VCL (sempre maiores para espermatozoides criopreservados em diluidor Trissgema de ovo
frutose) em funcdo dos meios diluidores empregados na criopreservacdo. No entanto como apenas
um Unico “pool de sémen” foi utilizado para a concretizagdo de todas as etapas do Experimento 11,
ndo houve grande variabilidade entre as amostras avaliadas laboratorialmente para composicdo das
médias a serem comparadas entre os diferentes grupos.

Sendo assim, diferencas estatisticas observadas no Experimento | ndo se repetiram de forma
homogénea entre os diferentes diluentes e concentracfes esperméticas no Experimento |1, resultados
relacionados ao baixo nuimero de repeticdes (“pool” andlisado em quadruplicata) e a baixa
variabilidade entre as amostras.

As diferencas edtatisticas mais pronunciadas foram observadas para as amostras seminais
criopreservadas nas concentragdes de 12 © 10° ou 50 © 10° espermatozdides/mL em relacdo aos
demais grupos estudados, observando-se maiores indices de retilinearidade e linearidade, associados
a menor amplitude lateral de cabeca para céulas espermaticas congeladas em MKA. Diferencas
significativas foram evidenciadas entre as taxas de recuperacdo espermética pds svim up (total e
relativa) em funcéo do meio de criopreservacao utilizado para o processamento do “pool de sémen”

na concentracdo de 12 milhdes de células por mililitro.
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Embora ndo tenham sido encontradas diferengas significativas para maior parte dos
parametros de movimento espermético avaliados, observa-se uma tendéncia de maior qualidade
cinética para o “pool de sémen” bovino congelado em meio MKA em relacéo ao TRIS, resultados
gue podem determinar maiores taxas de concepcdo na IA. Nesse sentido, Farrel et a., (1998)
reportam correlagdes para a associagdo de ALH + BCF + MP, BCF + VCL + MP; e BCF + LIN +
VSL + VCL + STR, respectivamente, de 0,83, 0,82 e 0,97 com os indices de fertilidade expressos
pela taxa de ndo retorno ao cio poslA, demonstrando a validade e veracidade dos parémetros
gerados por CASA para a avaliagdo do potencial de fertilizacdo de amostras de sémen bovino
congelado.

Correlaces positivas sG0 observadas entre os padrfes de motilidade pds-descongelacéo,
longevidade espermética e fertilidade animal (DHAMI et a., 1996), sendo que a porcentagem de
espermatozdéides mbveis quando avaliada objetivamente representa o parametro isolado de maior
coeficiente de correlacéo com a fertilidade de touros, segundo trabalhos de Correaet al., (1997).

Martinez-Rodriguez (2006) destaca que a maioria dos espermatozoéides contidos em uma
amostra de sémen bovino deve apresentar movimento tipicamente progressvo e linear,
caracteristicas relacionadas a capacidade de migragdo através do sistema reprodutor feminino, e
portanto, vinculadas ao potencial de fertilidade espermética. Muzaffer et a., (2006) avaliando as
caracteristicas de movimento espermatico através da taxa de migracdo em muco cervical,
observaram que as partidas de sémen gque apresentaram maior penetragdo No muco atingiram maiores
indices de concepgdo na IA, resultados que denotam a importancia das caracteristicas cinéticas dos
espermatozéides para obtencdo de maior €ficiéncia reprodutiva.

Outro resultado que merece atencdo representa a IMP pds-descongelacdo para amostras
criopreservadas na concentracdo de 25  10° espermatozéides totasmL. O “pool” de sémen

congelado em diluente TRIS apresentou cerca de 13% a mais de preservacdo das membranas
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espermaticas em relagdo as amostras criopreservadas em MKA, representando a primeira ocorréncia
reportada no experimento para diferencas na |MP pos-descongelacdo entre os dois meios diluidores.

A origem de tais diferencas ndo foi elucidada, estando provavelmente relacionada a falhas no
processamento de algumas amostras criopreservadas em meio MKA (erros na homogeneizagcdo do
“pool” pré-congelagdo, palhetas mal lacradas, entre outras), visto que ndo foram observadas
diferencas significativas nos indices de concepgdo proporcionados por amostras criopreservadas na
concentracdo de 25" 10° cdlulas totaisymL em func&o dos meios diluidores de congelacéo.

Novamente foram observadas taxas de recuperacdo espermética pds swim-up relativamente
maiores para partidas contendo 12 milhGes de espermatozdides em relacdo as amostras mais
concentradas (grupos MKA), corroborando para a confirmagdo do efeito da concentracéo
esperméatica sobre a eficiéncia de selecdo da prova de snvim-up.

Frente ao conjunto de resultados laboratoriais apresentados pelo “pool de sémen” bovino
atribui-se uma maior expectativa em termos de fertilidade para as amostras criopreservadas em
diluidor MKA em relagdo ao Tris-gema de ovo frutose, embora ndo tenham sido redlizadas as
devidas andlises de correlagdo entre os parametros esperméticos avaliados in vitro e as taxas de
concepcao observadas para vacas submetidas a |ATF no presente experimento.

Para obtencdo de uma melhor performance reprodutiva, traduzida por um intervalo entre
partos de 12 meses ou intervalo parto-concepcdo de 85 dias, protocolos hormonais se fazem
necessarios para suplantar os efeitos do anestro pos-parto e da lactacéo (BELLOSO et al., 2002). Em
nosso experimento foi utilizado o protocolo Crestar® associado a gonadotrofina coridnica equina
para sincronizagdo do estro e inducéo das ovulagOes para a IATF de vacas Nelore ou Y2 sangue
Nelore apresentando condi¢éo corporal média= 2,5 (escalal ab).

Os protocolos hormonais a base de Crestar® consistem em um implante subcutaneo de

slicone contendo 3,0 mg de norgestomet e uma solugdo composta por 3,0 mg de norgestomet e 5,0
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mg de valerato de estradiol para administragdo no momento da inser¢cao do implante (KASTELIC et
al., 1999).

Uma importante estratégia para indugcdo sincronizada da ovulagdo em animais em anestro
pos-parto representa a administracdo de eCG ao término dos protocolos com progestédgenos, o eCG
atua na estimulagdo do crescimento folicular e consequiente producéo de estrogenos conduzindo ao
pico pré-ovulatério de LH na maioria dos animais tratados (BELLOSO et a., 2002; BARUSELLI et
al., 2004).

Em nosso trabalho os resultados finais de concepcao para vacas submetidas a IATF, segundo
protocolo descrito anteriormente, foram de 49,47% (concepgdo total) e 57,59 (considerando-se
apenas 0s animais sincronizados e que exibiram ovulacéo), independente do meio diluidor e da dose
inseminante utilizada. Os dados gerados encontram-se em conformidade aos reportados por B et al.,
(2003) que indicam taxas de concepcéo entre 37 a 54% para vacas sincronizadas com Crestar® e
eCG.

O tamanho médio do foliculo ovulatério observado ultra-sonograficamente no momento da
IATF foi de 11,5 + 0,25 milimetros, valores semelhantes aos reportados por Colaso et al., (2005) que
descrevem o didmetro de 12,5 + 2,10 para novilhas de ragas de corte submetidas a0 mesmo
protocolo. O tamanho do foliculo ovulatério apresentou-se numericamente inferior a outros estudos
como o de Martin et a., (2004) utilizando vacas Nelore submetidas a sincronizagdo com GnRH e
analogos de prostaglandina.

A provavel explicagdo para tais diferencas relaciona-se a administragdo do vaerato de
estradiol no momento da inser¢do do implante. O valerato (VE) e o cipionato de estradiol (CP) na
presenca de progesterona causam a regressao dos foliculos antrais presentes nos ovarios, no entanto
a meia vida longa desses ésteres de estradiol pela baixa solubilidade em agua leva a um atraso e a

uma alta disperséo no dia da emergéncia de uma nova onda folicular (BARUSELLI, 2004). A nova
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onda de crescimento ou emergéncia folicular observada em vacas sincronizadas com progestagenos e
VE ocorre entre 1 a 7 dias (média de 4,7 dias) apds a administracdo do estradiol, justificando-se
portanto a presenca de menores foliculos ovulatérios no momento da IATF (COLAZO et d., 2005;
DUFFY et al., 2004).

A taxa de ovulagdo observada no experimento foi de 85,89% (408/475 animais
sincronizados), resultados similares aos apresentados Meneguetti et al., (2006) utilizando diferentes
doses de eCG, benzoato e cipionato de estradiol (com ou sem remocao temporéria de bezerros por 48
horas) como indutores de ovulagdo. Taxas inferiores (71,00%) foram reportadas por Sa Filho et al.,
(2004) utilizando o protocolo Crestar® e eCG para vacas Nelore lactantes em anestro; tais diferencas
sugerem gue o lote de animais utilizados em nosso experimento, em detrimento a baixa condi¢éo
corporal média (2,5), ndo se apresentava integralmente em condi¢do de anestro pds-parto, exibindo
uma alta resposta em termos de sincronizag&o do estro e ovulagéo.

Segundo Cavdlieri et a., (1997) o intervao compreendido entre o final do protocolo
Crestar®/eCG e 0 pico de LH e ovulagéo corresponde, respectivamente, a 36,8 a 53,0 horas (média=
41,6) e 60,8 a 82,5 horas (média = 67,3). Sa Filho et a., (2004) utilizando o mesmo protocolo para
vacas Nelore lactantes em anestro observaram o momento médio de ocorréncia das ovulagdes de
70,9 + 2,0 horas apbs a retirada do implante. Baseando-se nessas informagdes, como em nosso
experimento as |ATFs foram realizadas 48 horas ap0s 0 término do protocolo, pode-se assumir um
periodo minimo de laténcia de 20 horas até a ocorréncia da interacéo das células esperméticas com o
ovocito da fémea bovina, sStuacdo que provavelmente pode favorecer as metodologias de
criopreservacdo semina que determinarem uma maior longevidade espermatica pos-descongelacéo
ou um maior nimero de espermatozoéides viaveis.

Em nosso experimento foi observada uma tendéncia significativa e linear (p = 0,0132) parao

aumento da concentracdo de espermatozoides inseminados sobre os indices de concepcdo de vacas
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ovuladas submetidas a sincronizacéo do estro e ovulagdo para IATF (FIGURA-6; TABELA-16),
resultados provavelmente relacionados a um maior niUmero de espermatozoides acessorios presentes
no oviduto da fémea bovina apresentando-se aptos a fertilizacdo.

As possiveis falhas esperméaticas em estabelecer contato com o ovdcito feminino apos a 1A
representam a origem priméria dos fracassos no processo de fecundagéo (HAWK, 1986). Embora se
observe uma baixa quantidade de células esperméticas no sitio de fertilizacdo em relagdo ao nimero
de espermatozoides inseminados (JANUSKAUSKAS & ZILINSKAS, 2002) sdo reportadas
correlacfes positivas para 0 aumento da dose inseminante em funcéo do nimero de espermatozéides
gue acancam o oviduto e o nimero células esperméticas adicionais (HAWK, 1986; LARSSON &
LARSSON, 1986; SAACKE et d., 2000).

O aumento da dose inseminante exerce influéncia sobre 0 nimero de espermatozoides
acessorios por ovocito ou embrido bovino, resultando em maiores indices de fertilidade e qualidade
embrionaria (DEJARNETTE et al., 1992; NADIR et a., 1993). Segundo Dalton (1999), uma das
aternativas para o aumento da eficiéncia da inseminagéo artificial em ovulagbes smples ou para
vacas superovuladas compreende ao acréscimo de espermatozoéides acessorios por meio do aumento
da dose inseminante.

Utilizando “pool de sémen” bovino, Albrecht et al., (2005) observaram que a elevacdo da
dose inseminante de 12" 10° para 28" 10° espermatozéides progressivos totais pds-descongelacio
determinavam indices de concepcdo 9% maiores (p>0,05) para vacas inseminadas em tempo-fixo,
resultados que sinalizavam, segundo 0s autores, para a importancia do nimero de espermatozoides
inseminados na determinagdo dos indices de concepcdo alATF.

Embora sejam reportados indices de fertilidade considerados normais para amostras seminais

apartir de 1,0" 10° a10" 10° espermatozoides totais (ANDERSSON et al., 2004; DEEN DASSet dl.,



89

1998, FOOTE & KAPROTH, 1997; JONDET, 1972), a maioria dos estudos conduzidos
anteriormente baseiam-se na observacao das taxas de ndo retorno ao cio (60 a 90 dias) e na avaliagéo
dos indices de concepcao tomados individualmente, geralmente avaliando-se um pequeno nimero de
reprodutores. Como abordado em tépicos anteriores, ocorre uma influéncia significativa do
reprodutor sobre os indices de concepcdo animal, observando-se que a habilidade para alcancar o
ovacito in vivo pode diferir em mais de 10 vezes entre diferentes touros quando se utilizam baixas
doses inseminantes (DEEN DASS et a., 1998). Tardiff et a., (1997) reportam a ocorréncia de
possiveis interagcbes entre o reprodutor, meio de criopreservacdo e tipo de processamento,
representando outra fonte de variagdo a ser considerada para estudos baseados na observacéo
individual dos indices de fertilidade.

Embora consagrada na literatura, a taxa de ndo retorno ao cio apresenta sérias limitagcdes
relativas a eficiéncia de deteccdo do estro especiadmente para rebanhos compostos por animais Bos
taurus indicus, genétipo que caracteriza-se por uma curta duragdo do cio que apresenta ocorréncia
predominantemente noturna (PINHEIRO et al., 1998). Em virtude da baixa sensibilidade do indice,
possiveis comparagdes de resultados obtidos por diferentes estudos tornam-se mais dificeis.

Como nosso trabalho basda-se na inseminacdo heterospérmica e constatagdo ultras
sonogréfica da ovulagdo, pode-se assumir que os resultados obtidos apresentam relagdo com o0s
indices de fertilidade in vivo quando o efeito da dose inseminante € considerado sobre a populacéo
boving, indicando uma tendéncia que pode nortear a escolha de determinadas amostras seminais
(baseando-se na concentragdo) para a utilizacéo na |ATF.

Além do nimero de espermatozoides inseminados, a qualidade das amostras seminais é
determinante para 0 sucesso dos programas de |A. Pode-se assumir que a inseminagéo com reduzido
nimero de espermatozoides viaveis resulta em quedas nas taxas de concepgdo ou na abolicdo das

gestacdes (JANUSKAUSKAS & ZILINSKAS, 2002), indicando a associacdo das duas varidveis
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esperméaticas para obtencdo dos melhores indices reprodutivos. Nesse sentido, Sartori et a., (2004)
obtiveram menores indices de recuperacdo embriondria (p<0,05) para vacas inseminadas com
20" 10° ou 10" 10° de espermatozdides sexados totais (uma ou duas inseminacdes, respectivamente)
em relacio a dose inseminante de 10" 10° células esperméticas ndo sexadas, demonstrando que o
comprometimento da qualidade dos espermatozdides relacionado ao procedimento de separacéo
pode comprometer os indices de fertilidade animal.

Garcia et al., (1999) observaram que a utilizagdo de sémen bovino refrigerado por 8 horas
resultou em aumento dos indices de concepcdo de novilhas submetidas a sincronizacdo do estro para
IATF (p<0,05), resultados atribuidos a maior viabilidade e qualidade do sémen bovino em
comparacao as amostras seminais refrigeradas por 32 horas ou congeladas.

As variacBes nos indices de concepgdo relacionadas a utilizagdo de diferentes amostras
seminais para a |A podem ser justificadas pelas mudangas no funcionamento das céulas
espermaticas que ocorrem no trato reprodutor feminino, envolvendo ateracBes nos padrdes de
movimento ou eventos moleculares associados a capacitagdo, interagdo com O OvOCito e reacdo
acrossomal (SAACKE et al., 2000). Para que todos esses processos possam ocorrer, torna-se
imperativo que as metodologias utilizadas na criopreservacdo dos espermatozéides bovinos
promovam a conservacao da integridade fisico-quimica das células esperméticas pos-descongelacéo.

Nesse sentido, foram observadas diferencas significativas para a interagdo concentragdo de
espermatozdides inseminados em funcdo do diluente TRIS (p=0,0126). Em contrapartida indices
similares de concepcdo foram observados para amostras seminais congeladas em diluidor MKA
(p=0,6781), ndo sendo observada melhora significativa para os indices reprodutivos em fun¢gdo do

aumento da dose inseminante (FIGURA-5).
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Como os padrbes de movimento refletem o ambiente bioquimico e as condi¢bes fisicas
impostas aos espermatozoides, os resultados inferiores de congelabilidade para amostras
criopreservadas em diluente TRIS (Experimentos | e 1) provavelmente determinaram a necessidade
do aumento da dose inseminante para a obtencéo de melhores indices de concepcao.

Como diversos trabalhos tém demonstrado a influéncia dos meios diluidores e seus
congtituintes especificos sobre os padrfes de movimento do sémen bovino pds-descongelacdo
(HIRALI, et a., 1997; GIL et al., 2001; MOUSSA et a., 2002) e sobre os indices de fertilidade
observadosin vitro e in vivo (KOMMISRUD, et al., 1996; THUN et al., 2002; AMIRAT et a., 2005)
conclui-se que amostras seminais criopreservadas em diluidor MKA tendem apresentar indices de
fertilidade lineares independente da dose inseminante; ja para partidas de sémen criopreservadas em
diluidor Tris-gema de ovo frutose observa-se o efeito significativo do aumento da concentracdo de
espermatozéides inseminados em fungdo dos indices de concepcdo na IATF, sugerindo um efeito
compensatério da dose inseminante frente aos indices inferiores de congelabilidade espermética
determinados laboratorialmente.

Embora ndo comprovado estatisticamente (0,05<p<0,10), os dados gerados no trabalho
sugerem gue o meio de congelagdo pode exercer influéncia sobre os indices médios de concepcéo de
vacas inseminadas em tempo-fixo, podendo-se assumir que as amostras seminais criopreservadas em
diluidor MKA tendem a apresentar melhores indices de fertilidade em relacdo as partidas

processadas em meio TRIS, segundo a metodologia utilizada em nossa pesquisa.
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7.0—CONCLUSOES

7.1 — Os diluentes de criopreservacdo de sémen bovino exercem influéncia significativa sobre os

parametros de congelabilidade espermatica avaliados laboratorialmente.

7.2 — Os indices de congelabilidade seminal sdo influenciados pelo nimero de espermatozoides

processados por palhetade 0,5 mL.

7.3 — O diluidor de congelagdo pode influenciar os resultados de concepgéo de vacas inseminadas, a
despeito da ndo comprovacdo estatistica para tal efeito. O meio MKA € em média mais efetivo em

relacdo ao diluidor TRIS na determinacdo de melhores indices de fertilidade na IATF.

7.4 — A dose inseminante exerce influéncia significativa nos indices de concepgdo de vacas Nelore
inseminadas em tempo-fixo utilizando o protocolo hormonal a base de norgestomet e gonadotrofina
coridnica eqlina, demonstrando que o aumento do nimero de espermatozoides inseminados pode

determinar a melhora da eficiéncia reprodutiva dos programas de IATF.
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9.0 -APENDICE

9.1 — Diluente para congelacdo de sémen bovino Tris-gema de ovo-frutose (TRIS).

Diluidor TRIS: SOLUCAO MAE

CONSTITUINTES QUANTIDADE
Tris 30,28 g
Acido Citrico 17,309
Frutose 125¢g
Sulafato de Amicacina 0,259
Agua Bi-Destilada/Deionizada 1000 mL/gsp
Volume Final 1000 mL
Diluidor TRIS: FRACAO-1
CONSTITUINTES QUANTIDADE
Solucéo Mae 800 mL
Gema de Ovo 200 mL
Volume Final 1000 mL
Diluidor TRIS: FRACAO-2
CONSTITUINTES QUANTIDADE
Solucéo Méae 672 mL
Gema de Ovo 200 mL
Glicerol 128 mL
Volume Final 1000 mL
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9.2 — Curva de refrigeracdo da caixa de transporte de sémen Botutainer® (Biotech Ltda —
Botucatu/SP).
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9.3 — Padrbes adotados para a analise computadorizada do movimento espermético bovino através do
aparelho Hamilton Thorn Research® 1vos-10/EUA.

Padrdo CASA
NuUmero de Frames por segundo (Hz) 60
NUmero de Frames 50
Contraste celular minimo para deteccdo 60
Tamanho minimo da célula para deteccdo (pix) 6
Intensidade de luz 90
Velocidade minima de trajeto (VAP, unvs) 30
Velocidade progressiva minima (STR, pm/s) 20
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9.4 — Solugdes “estoque” para redlizagdo da coloracdo fluorescente empregada para a avaliacéo da
integridade de membrana plasmética dos espermatozoides (IMP, %).

SolugBes Componentes Quantidade
“Estoque’ lodeto de Propideo PI 10g
(PI) ——
Solucéo Fisiologica 20 mL
“Estoque” Diacetato de CFDA 9,29
Carboxifluoresceina (CFDA)
DMSO 20 mL
“Estoque” Formol Salino Formalina 40% 1mL
(FORM) —
Solucéo Fisioldgica 79 mL
“Estoque’ Citrato de Sédio Citrato de Sodio 30
(Citrato-Na’) ——
Solucéo Fisiologica 100 mL

Solucéo de Trabalho: 1,0 mL de citrato de sodio + 20 uL de formol salino + 60 puL de Pl +
20 pL de CFDA. Acondicionar em frasco ambar ou vedado contra luminosidade em geladeira

Avaliacdo de Sémen Bovino: 20 puL de sémen + 40 pL de “estoque’ citrato de sddio + 20 yL de

solucdo de trabalho, avaliando-se as amostras em microscopia de epifluorescéncia

9.5 — Meio mDM (KESKINTEPE & BRACKETT, 1996) utilizado nas provas de separacéo

espermatica por sSmm-up.



9.5.1 — Solugdo “Stock”: solugdo salina &cida isotonica (SSAI)
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SSAI 0/200 mL 0/400 mL
NaCl 1,3100 2,6200
KCl 0,0600 0,1200
CaCl,2H,0 0,0660 0,1320
MgCl, 6H,0 0,0212 0,0424
NaH,PO, H,0 0,0226 0,0452
Penicilina G (sal sodico) 0,0062 0,0124
PVA 0,2000 0,4000

9.5.2 —Meio mDM (Meio Definido Modificado)

Obs: para cada 40 mL da solucéo SSAI, adicionar 0s seguintes componentes:

mDM 0/40 mL 0/20 mL
Glicose 0,1000 0,0500
Bicarbonato de Sodio 0,1242 0,0621
Piruvato de Sodio 0,0055 0,0028
Penicilamina 0,0200 0,0100
Benzoato de Cafeina 0,0400 0,0200

Apartir da solucdo mDM “estoque”, proceder:

Correcéo do pH para 7,8;
Filtragem em acrodisc 0,22 pm;

Estocagem em geladeira por periodo inferior a 10 dias.
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