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RESUMO: Duzentas ampolas de sémen de bovinos foram analisadas
visando o estudo de correlagbes entre a motilidade progressiva dos
espermatozdides ap6s o descongelamento e apés as provas rapida (1
hora a 45° C) e lenta (5 horas a 38° C) de termo resisténcia e a pro-
va de retenc¢do do acrossomo. Os exames da motilidade progressiva
foram realizados em microscépio 6ptico, com aumento de 200X e a
prova de retencdo do acrossomo em microscopia de contraste de fa-
se com aumento de 1000X e em microscopia de contraste de inter-
feréncia diferencial, com aumento de 1250X, ambas com objetiva de
imersdo. As andlises estatisticas revelaram as seguintes correlacdes
significantes (P < 0,01) entre motilidade progressiva dos esperma-
tozéides e a prova de retencdo do acrossomo: a) negativa para ambas
as caracteristicas ap6s o descongelamento; b) positiva para motilida-
de progressiva ap6s a prova rapida de termo resisténcia e retengdo do
acrossomo apo6s o descongelamento; ¢) negativa para ambas as carac-
teristicas apos as provas rapida e lenta de termo resisténcia.

UNITERMOS: Acrossomo, retencdo* ; Motilidade progressiva* ;
Sémen congelado, avaliacdo*; Correlacdes*.
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INTRODUCAO

Diversas provas de laboratério tém sido comunicadas
para predizer o desempenho de partidas de sémen, visando
sua utilizacdo em inseminacgdo artificial. Dentre elas, surgi-
ram recomendagdes de exames envolvendo a capacidade de
resisténcia espermatica ao calor, durante periodos variaveis,
com imediata verificacdo dos efeitos sobre a motilidade pro-
gressiva dos espermatozdides. Posteriormente, considerando
a importante fungdo do acrossomo no processo de fecunda-
¢do do 6vulo, procurou-se determinar o indice de integrida-
de desse érgdo nas amostras analisadas, verificando os efei-
tos do tratamento térmico e procurando estabelecer rela-
cdes entre os fatores motilidade espermatica e patologia do
acrossomo.

A destruicdo do acrossomo, bem como suas lesdes po-
dem ser causadas por senescéncia, passando por uma distin-
ta sequéncia de alteracdesl®>21, por choque térmico2?»32,
por manipulacdo indevida do sémen durante seu processa-
mento 13 ou ainda por prolongada abstinéncia do reprodu-
tor4. A extrema fragilidade do acrossomo, sendo considera-
do um reservatdrio de enzimas comparavel ao lisossomo na
composicdo quimica, fungdo fisiolégica e origem, impde
que métodos adequados de exame sejam elaborados a fim
de evitar artefatos técnicos que originariam interpretagdes
erréneas por fixacdo de esfregagcos de sémen observados a
luz da microscopia comum. Assim, o estudo da morfologia
do acrossomo é melhor realizado em preparagdes Umidas fi-
xadas pelo formol salino em microscopia de contraste de fa-
se, ou em solucdo salina fosfatada com 0,2 g de glutaraldei-
do em microscopia de contraste de interferéncia diferen-
ciall9.

O efeito de diferentes diluidores, como o leite desnata-
do, o gema citrato, o citrato de sédio a 2,9%!1 e outros a
base de glicinal2, sobre a retencdo do acrossomo durante
incubagdo a 37°C, demonstrou que a motilidade ndo indica,
necessariamente, a habilidade celular de manter suas mem-
branas. Além disso, foi sugerida a existéncia de amplas vari-
acOes diarias na incidéncia de anormalidades do acrossomo,
indicando que certas condi¢Ges ambientais podem afetar
sua integridade20.

A correlacdo relativamente baixa (r = 0,56) entre moti-
lidade e manutencdo do acrossomol9 sugere que 0S repro-
dutores, as ejaculacdes e a tecnologia do sémen devem ser
reexaminados ao se utilizar o acrossomo como critério22.
A maior correlacdo entre porcentagem de acrossomos inal-
terados e fertilidade de sémen bovino congelado foi obser-
vada apds 2 e 4 horas de incubacdo a 37° C (r = 0,60 e
0,58)24, enquanto que, relativamente a motilidade esper-
matica, a maior correlacdo (r = 0,46) foi obtida as zero ho-
ras, com base no indice de ndo retorno aos 90 dias23. Por
outro lado, correlagdo negativa altamente significante (r =
—0,267) foi encontrada entre anomalias do acrossomo e a
congelabilidade do sémen5.

Ritmos de descongelamento rapido em temperaturas
mais elevadas favoreceram a porcentagem de manutencdo
do acrossomo e da motilidade espermatica6- 8- 14>16, 26"
acrescentando-se que a medida que o nivel de glicerol é au-
mentado acima de 4%, ha necessidade de acelerar o ritmo
de descongelamentol7. Estabeleceu-se, ainda, que as condi-
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¢Oes Otimas condizentes com danos celulares minimos se-
riam 8,5% de glicerol em conjun¢do com descongelamento
a 65° C e tempo de exposicdo de 7,5 segundos18.

Submetendo sémen congelado a incubagdo de 37° C,
verificou-se que o ritmo de descongelamento tem maior in-
fluéncia sobre a manuten¢do do acrossomo do que o tempo
de equilibrio2, 30, 31 £m contraposicdo, ja se afirmou
que, para obtencdo de melhores resultados, o sémen devera
ser submetido a longo tempo de equilibrio de 18 horas29.
Além disso, o descongelamento a 50 C ou 35° C, seguido de
manutencdo do sémen a 20° Ce a 37° C durante 1ou 3 mi-
nutos, antes da incubagdo (4 e 8 horas25 ou 3 e 6 horasl),
provou que o material descongelado a 35° C apresenta qua-
lidades superiores no que se refere a motilidade espermética
e a porcentagem de acrossomos intatos. No entanto, altas
temperaturas de descongelamento ndo podem ser recomen-
dadas para uso rotineiro no campo, devido ao perigo de su-
per-aquecimento dos espermatozoéides, se o tempo ndo for
rigidamente controlado9. Por sua vez, o préprio processo
de congelamento pode resultar em significante aumento da
espessura do acrossomo28.

Alegando economia de tempo, sugeriu-se restringir a
avaliacdo da integridade do acrossomo a amostras de sémen
com indice inferior a 35% de motilidade ap6és incubagdo a
37° C por 4 horas10. Considerando a subjetividade das esti-
mativas de motilidade, o método fotografico tem sido acon-
selhado7, por possibilitar a repeticdo das contagens com a
mesma fidelidade com que se procede a avaliagdo porcen-
tual do acrossomo, sendo que esta técnica ndo vira substi-
tuir outros métodos de avaliagcdo, porém, suplementa-los
com grande eficiéncia.

No presente trabalho, procurou-se estudar em material
normalmente comercializado por Central de Inseminagao
Artificial, meios de avaliacdo espermatica, examinando par-
ticularmente possiveis correlagdes entre a motilidade pro-
gressiva ap06s o descongelamento e ap6s as provas rapida e
lenta de termo resisténcia em relagdo a prova de retencdo
do acrossomo.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo das correlagbes propostas no presente
trabalho, foram utilizadas 200 ampolas de sémen provenien-
te de 10 touros, sendo 4 da raca Holandesa, variedade bran-
ca e preta, 2 da raca Holandesa, variedade branca e verme-
lha, 2 Chianina e 2 Nelore, doadores em Central de Insemi-
nacdo Artificial, localizada em Barretos, Estado de S&o Pau-
lo. As ampolas de sémen eram originarias de partidas em es-
toque na Central, previamente selecionadas quanto a quali-
dade espermatica e correspondiam a 4 grupos de 50, refe-
rentes a congelamentos efetuados, respectivamente, nos
anos de 1975, 1976, 1977 e 1978.

A tecnologia empregada para o congelamento consistiu
na adicdo de 11 g de lactose p.a. a 100 ml de agua destilada,
juntando-se, apo6s dissolugdo em banho-maria, 7% de glice-
rol p.a. e 20% de gema de ovo. O sémen em sua diluicao fi-
nal foi submetido a um tempo de equilibrio variavel de 4 a
6 horas, seguido de congelamento em vapores de nitrogénio
a uma distancia de 3 cm da superficie do nitrogénio liqui-
do, durante 15 minutos. Decorrido este tempo, as ampolas
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foram imersas no nitrogénio liquido e, posteriormente, es-
tocadas.

Para o descongelamento do sémen, as ampolas foram
colocadas em cubas de “isopor” contendo agua e gelo, du-
rante 3 a 5 minutos.

Os exames relativos a motilidade progressiva dos esper-
matozoides e a prova de retencdo do acrossomo foram rea-
lizados com amostras logo apés o descongelamento, apds
manutencdo em banho-maria a 45° C por 1hora (prova ra-
pida de termo resisténcia)3 e ainda ap6s 5 horas a 38° C
(prova lenta de termo resisténcia).

As avaliacGes da motilidade progressiva, estimada sub-
jetivamente em porcentagem, foram feitas entre 1amina e la-
minula sobre placa de platina aquecida a 37° C e examina-
das em microscopio 6ptico com aumento de 200X.

O exame microscopico em contraste de fase (*) foi
realizado com aumento de 1000X e objetiva de imersdo,
entre lamina e laminula lutadas com esmalte para unhas,
retirando-se uma gota do material seminal diluido em so-
lucdo tampdo de formol salino, preparada da seguinte ma-
neira:

1. Solucéo tampéo estoque

Na2 HPO4 2 H20 ............... 21,682 g
200 ml
H20 destiladapara.......cc...... 500 ml
+
KH2PO4 ......ccccoeies 22,254 g
80 ml
H20 destilada para............... 500 ml
2. Solucédo estoque de cloreto de sddio
NACL. e 9,01 g
H20 destilada para ... 500,0 ml
3. Solugéo tampéo de formol salino
a) Solucdo tampdo estoque......c.ccceeueeee 100ml
b) Solucdo estoque de cloreto de s6dio 150ml
¢) Formalina comercial.......c.ccccooeeeinnne. 62,5ml

d) H20 destilada para

(*) Reichert 00.62.42 Zetopan, Austria.
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O exame em microscopia de contraste de interferéncia
diferencial* foi executado com aumento de 1250X, segun-
do a técnica ja descrita, porém com o material seminal di-
luido em solucdo de glutaraldeido a 0,2%, cujo preparo é o
seguinte:

1. Solucéo tampéo de fostato salino

...8,1714g

0,3943¢g

Na2HP04 7TH20 ...cccoooiiiiniiieiene, 1,98109
Thimerosal (Merthiolate)................... 0,0952¢g
H20 destilada para. ..., 1.000ml

2. Solucdo estoque de glutaraldeido

Glutaraldeido....ccceeeeeeeceee e 8,09
H20 destilada para....cocerneenne. 100,0ml

3. Solucdo de glutaraldeido a 0,2%

a) Solucdo tampdo de fosfato salino . .39,0ml
b) Solucdo estoque de glutaraldeido ... 1,0ml

Em cada preparacdo foi observado um total de 200 es-
permatozdides, incluindo normais e anormais, expressando-
se os resultados em porcentagem.

Para os calculos estatisticos16 foram utilizadas médias
aritméticas, erro padrdo da média, desvio padrao e coefici-
ente de correlagdo de Pearson com teste “t” de Student, fi-
xando em 0,01 o nivel de rejeicéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os processos patoldgicos do acrossomo e suas causas
tém merecido a atengdo dos pesquisadores com crescente
interesse4-13,21,27,32, Assim, grande namero de trabalhos
tem sido efetuado, focalizando a integridade do acrossomo
para avaliacdo de sémen congelado submetido a incubagao,
bem como tentativas de correlagbes com a motilidade pro-
gressiva e outros parametros ligados a fertilidade, tecnolo-
gia do sémen, qualidade dos reprodutores e meio ambi-
entel 0,11,20,22.

Tratando-se de sémen congelado, varios fatores ligados
a tecnologia tém sido estudados e apontados como respon-
saveis por melhor manutencdo do acrossomo e da motilida-
de progressiva. Entre eles, O ritmo rapido de descongela-
mento em altas temperaturasl-2-16-25-26-31, o tempo de
equilibrio30) o nivel de glicerol17-18, o indice de congela-
buidade5. No entanto, o descongelamento em altas tempe-
raturas para uso de rotina ndo é aconselhavel9-29 devido ao
perigo de superaquecimento dos espermatozoéides, assim co-
mo j& foi indicado o efeito deletério da glicina sobre o
acrossomo, ao mesmo tempo que aumenta a motilidade
progressival2.

(*) Leitz Dialux 20 - Welzlar, Alemanha Ocidental.

As ampolas de sémen utilizadas no presente trabalho
foram descongeladas em agua com gelo, de acordo com o
recomendado8-14 para esse método de envazamento. Apds
serem submetidas as provas de termo resisténcia, as amos-
tras de sémen revelaram significativo aumento nas porcenta-
gens de acrossomos anormais (Tabela 1), partindo de
2,78%, em média para os 4 anos, ap6s o descongelamento,
para 5,16% depois do teste rapido e 6,78% ap0s o lento,
quando examinadas em microscopia de contraste de fase.
Em microscopia de contraste de interferéncia diferencial,
esses dados foram, respectivamente, 4,70%, 7,81% e
10,55%, resultados que concordam com os apresentados na
literatura6, embora outros28 tenham atribuido pouco efei-
to da incubacgdo a 37° C no encontrado aumento da espes-
sura do acrossomo.

Para analisar a relacdo entre o fator motilidade progres-
siva e anormalidades do acrossomo, os dados foram subme-
tidos ao coeficiente de correlagdo de Pearson e teste “t” de
Student, cujos resultados encontram-se na Tabela 2.

A motilidade progressiva apds o descongelamento das
amostras apenas mostrou correlagdo negativa significante
(P < 0,01) todavia de baixa intensidade (r = —0,18),
com a porcentagem de acrossomos anormais, também apds
o descongelamento, quando os exames foram feitos em mi-
croscopia de contraste de interferéncia diferencial. Isto sig-
nifica que quanto melhor a motilidade progressiva inicial,
menor é a porcentagem de acrossomos anormais presente
na amostra.

Na coluna central da Tabela 2, verifica-se que apenas
ndo atingiu um nivel de significancia a correlagdo entre mo-
tilidade progressiva ap6s o teste rapido de termo resisténcia
e patologia do acrossomo examinada em microscopia de
contraste de fase, depois do teste lento. Por outro lado, dos
dois primeiros parametros estudados (r = 0,27 er = 0,30)
deduz-se que os baixos valores para patologia do acrossomo,
encontrados ap6s o descongelamento (médias 2,78% e
4,70% - Tabela 1), passaram a apresentar correlacdo positi-
va com a motilidade progressiva, uma vez que esta também
diminuiu (média 19,77% - Tabela 1), devido aos efeitos da
prova rapida de termo resisténcia. As trés correlagdes se-
guintes (r = —0,36,r = —0,33 er = —0,29), no entan-
to, revelaram-se negativas, ja que a motilidade progressiva
diminuida corresponderam significantes aumentos das por-
centagens de acrossomos anormais (médias 5,16%, 7,81% e
10,55%-Tabela 1).

A motilidade progressiva ap6s o teste lento de termo
resisténcia, embora sensivelmente diminuida (média 6,12% -
Tabela 1), ndo foi suficiente para mostrar correlacdo com a
baixa porcentagem de patologia do acrossomo apés o des-
congelamento em nenhum dos dois métodos microscopicos.
N&o obstante, correlagdes negativas (r = —0,24, r =
- 024, r = - 0,35 er = - 0,21 - Tabela 2) e altamente
significantes (P < 0,01) foram obtidas com os outros qua-
tro pardmetros estudados, inferindo-se que as motilidades
progressivas menores corresponderam maiores porcentagens
de acrossomos anormais (médias 5,16%, 6,78%, 7,81% e
10,55%), tanto ap0s as provas rapida e lenta de termo resis-
téncia, como em microscopia de contraste de fase e de in-
terferéncia diferencial. Esta verificacdo praticamente coinci-
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de com o que ja foi comentado em relacdo aos resultados
ap06s a prova rapida de termo resisténcia e é coerente com o
encontrado ap6s o descongelamento, onde maiores valores
para motilidade progressiva inicial correlacionaram-se com
menores porcentagens de acrossomos anormais.

No confronto desses coeficientes de correlagdo com 0s
citados na literatura consultada, verifica-se que apresentam
valores inferiores. Assim é que ja foi comunicada correlagdo
de 0,56 entre motilidade espermatica e retengdo do acrosso-
mo19 e de 0,42 e 0,60, relacionando a fertilidade baseada
no indice de ndo retomo aos 90 dias e a motilidade e por-
centagem de acrossomos anormais, respectivamente, apds
10 horas de incubacdo das amostras a 37° C24. Referiu-se,
ainda, coeficiente de correlacdo de 0,46 entre fertilidade e
motilidade espermatica avaliada antes da incubacdo23, en-
quanto outros8 concluiram que a retencdo do acrossomo
apresenta correlagdo mais alta com a fertilidade do que com
a motilidade.

Diante do exposto e dos resultados obtidos, verifica-se
que avaliando somente a motilidade progressiva, ndo exis-
tem indicacdes suficientes do desempenho do sémen, ja que
muitas amostras com altas porcentagens de espermatozdéides
anormais podem apresentar boa motilidade. Neste sentido,
o ideal seria estabelecer uma formula Unica ou indice de se-
lecdo abrangendo multiplas caracteristicas?, principalmente
motilidade progressiva, integridade do acrossomo e conta-
gem de anormalidades espermaticas.

Por enquanto, porém, em condicdes de laboratdrio,
apesar dos crescentes progressos, a avaliacdo precisa da qua-
lidade do sémen congelado devera continuar envolvendo va-
rias provas, a melhor das quais resta ainda por ser definida.

CONCLUSOES

A determinacdo de correlagbes entre motilidade pro-
gressiva dos espermatozéides e prova de retencdo do acros-
somo, para avaliacdo da qualidade de sémen congelado de
bovinos, rotineiramente utilizado em nosso meio criatério,
permitiu concluir:

1. quanto melhor a motilidade progressiva inicial da
amostra, menor é a incidéncia de acrossomos anormais,
logo apds o descongelamento do sémen.

2. baixos valores para patologia do acrossomo encon-
trados apds o descongelamento correlacionam-se positiva
e significantemente com a motilidade progressiva diminui-
da apds a prova rapida de termo resisténcia.

3. apds as provas rapida e lenta de termo resisténcia, 0s
aumentos das porcentagens de acrossomos anormais correla-
cionam-se negativa e significantemente com a diminuicdo da
motilidade progressiva, isto é, quanto menores os valores
para motilidade progressiva, maiores sdo as porcentagens de
acrossomos anormais.

BARNABE, R.C.; BARNABE, V.H.; VIANA, W.G.; VISINTIN, J.
A.; CASAGRANDE, J.F.; ALMEIDA, C.A. Correlations bet-
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ween progressive motility and acrosomal retention after tha-
wing and after incubation at 38° C or 45° C of frozen bull se-
men. Rev.Fac.Med.vet.Zootec.Univ5. Paulo, 18(1): 61-8,
1981.

SUMMARY: Correlation determinations for the relationship bet-
ween progressive motility of sperm cells and acrosomal retention
were calculated on 200 ampules of frozen bull semen after thawing
and after incubation at 45° C for 1 hour or at 38° C for 5 hours
(Quick and Slow Thermoresistance Tests). Evaluations of progressi-
ve motility were estimated at 200 magnifications in optics microsco-
pe and those of acrosomal retention under 1000X magnifications
phase-contrast or 1250X magnifications differential interference
contrast microscopies, both in oil immersion. Highly significant cor-
relations (P < .01) were so observed for progressive motility and
acrosomal retention: a) negative correlation between both characte-
ristics after thawing; b) positive correlation between progressive mo-
tility after Quick Thermoresistance Test and acrosomal retention af-
ter thawing; c) negative correlation between both characteristics af-
ter Quick and Slow Thermoresistance Tests.

UNITERMS: Acrosomal retention*; Progressive motility*; Frozen
semen evaluation*; Correlations*.
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TABELA 2 —Coeficiente de correlacdo de Pearson e teste “t” de Student, calculados em funcéo
da motilidade progressiva apds o descongelamento e apds as provas rapidas e lenta
de termorresisténcia com relacdo a patologia do acrossomo em sémen congelado
de bovino. Séao Paulo, 1979.

CONTRA — ~MOTILIDADE DESCONGELAMENTO T.T.R. RAPIDO T.T.R. LENTO
PATOLOGIADO"~~"\APO S
ACROSSOMO APOS
r t Sig. r t Sig. r t  Sig.
** **

Descongelamento em | -0,18 2,66 0,27 4,04 - -0,04 0,57 ns.
Descongelamento em C -0,08 1,14 n.s. 0,30 4,47 - 0,00 0,01 ns,
T.T.R. Rapido em | 0,03 0,46 n.s. -0,36 5,53 . -0,24 354
T.T.R. Rdpidoem C -0,03 0,47 n.s. -0,33 4,98 - -0,24 3,49
T.T.R. Lento em | -0,05 0,77 n.s. -0,29 3,29 -0,35 539
T.T.R. Lento em C -0,09 1,37 n.s. 0,10 M? n.s. 0,21 3,03
**= (P < 0,01) T.T.R. = teste de termorresisiencia
r = coeficiente de correlagdo de Pearson C = microscopia de contraste de fase

= teste “t” de Student I = microscopia de contraste de

interferéncia diferencial

Sig. = significancia
n.s. = nao significante

Rev.Fac.Med.vet.Zootec.Univ.S. Paulo, 18(1): 61-68, 1981



