AVALIACAO DO SEMEN DE
REPRODUTORES ZEBUINOS VISANDO
A SUA UTILIZACAO EM
INSEMINACAO ARTIFICIAL

JUSE ONTONIO VISINTIN

Professor Assistente Doutor
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP

VALOUIRIA HYPPOLITO BARNABE
Professora Adjunta

Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP

RENATO CAMPPNARUT BARNABE

Professor Tituiar

Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP

JOAO F10RIANO CASAGRANDE
Doutor em Ciéncias
Sembra Central de Insemina¢So Artificial

CARLOS ALBERTO DE ALMEIDA
Médico Veterinario
Sembra Central de Inseminacdo Artificial

VISINTIN, J.a.i BPRNQBE, V.H.; BRRNPBE, R.C.;
COSOGRONDE . J.F.: PLMEIDH, C.B. Rviliido do
sCmen ot regrodutores zebulnos visando a tua
utilizado em initminado artificial. Rev.Fac.
Med.vet.Zootec.Univ.S_.Paulo, 23 (1) :69-77
1386.

RESUMO: 0 ouadro espermatico de 13 touros Zebus,
doadores em Central de Inseminacao Prtificial,
foi estudado em colheitas .semanais obtidas por
meio de eletroejaculaefo, durante 3 semanas. Ps
caracteristicas seminais foram, em média, volume
de 7.63 a 13,44 nml. motilidade progressiva reti-
linea de 48,83 a 73,831, concentragSo de 712.000
a 1.774.000 espermatpz6ides oor mm3. P taxa de
patologia espermitica, através das microscopias
de contraste ce int<rfertnci a diferencial e de
contraste de fase. juntamente com a coloracio
Williams, variou respectivamente, para defeitos
totais, maiores e menores, de 11,83 a 45,871;
3,50 a 35,50* e 1,72 a 14,30* e 7,56 a 42,34*1
2,83 a 31,02* e 1,72 a 11,32*. Constatou-s«,
ainda, oue uma 6nica prova n3o constitui elemento
suficiente para a avalia¢cSo do sémen, pois muitas

amostras aue aoresentam soa motilidade possuem
altas porcentagens de espermatozdéides anormais e
gue a microscopia de contraste de interferéncia

diferencial mostrou-se sensivelmente superior ao
contraste de “ase para a observacJo de defeitos
espe rm»t icos.

UN1ITERMOS: Reprodugdo bovinos; Insemina¢So arti-

ficialf Simen j*Microscopia*

INTRODUGAO E LITERATURA

Na evolug¢So dos conhecimentos referen-
tes & patologia da reprodugdo pouca atengio
foi dada, no inicio, & participacdo mascu-
lina. ZSCHOKKE, 40, em 1900, foi quem pri-
meiro declarou que o touro constitui-se em
importante fator de esterilidade dos reba-
nhos. LAGERLOF, 24, 25 (1934, 1936) de-
monstrou que as anormalidades do sémen e
patologia dos testiculos estSo relaciona-
das, refletindo com perfeicao, a condido
dos tébulos seminiferos. Sucessivos estudos
da morfologia dos espermatozdéides e sua
correlacdo com os problemas de infertilida-
de, passaram -a ser encarados com mais obje-
tividade, principalmente devido a expansSo
do método da InseminagSo Artificial (ANDER-
SON, 2, 1941; RAO 4 HART, 30, 1948; HANCOCK
& ROLLINSON, 21, 1949; BLOM, 6, 1950;
BISHOP et alii, 5, 19S4; BLOM, 7, 1959;
GAMCICK, 15, 1966), oiotécnica que visa
selecionar reprodutores de alta linhagem
genética e manter elevado padrSo sanitario
dos rebanhos.

No entanto, muito mais prejudicial que
uma esterilidade definitiva, s30 as anorma-
lidades subclinicas que acometem certos
reprodutores, cujas consequUéncias quase
sempre s2o0 tardiamente verificadas, causan-
do expressivos danos ao rebanho. Nestas
condigBes, imp3em-se os exames sistematicos
do sémen, através de varias provas labora-
toriais, possibilitando diagn6stico precoce
s possiveis corregBes de problemas de alte-
racdes temporarias. Assim €& que varias
caracteristlcas do sémen puro, tais como o
volume, a motilidade, a concentracdo e a
morfologia espermatica, podem ser observa-
das e servir como elementos criticos na
avaliacSo da quantidade e qualidade do
material fecundante (GU5TAF550N, 10, 1965;
WILLIAMS, 38, 1965; GAMCICK, 16, 1967;
KOEFOED-JOHN5EN S PEDERSEN, 23, 1971; RAO,

29, 1971; GUSTAFSSON et alii, 19, 1972;
SAACKE, 32, 1970;  ALMQUIST, 1, 1973;
GUSTAFSSON et alii, 20, 1974 e RAO & RAO,
31, 1975).

Diversos autores, embora considerando
outros elementos para a avaliacSo do sémen,
enfatizam as quantidades e os tipos de
defeitos morfolégicos presentes nas amos-
tras (MUNRO et alii, 27, 1961; SWAN50N 4
BOYD, 35, 1962; BLOM, 18, 1966, CHENOWETH «
BURGESS, 12, 1972; BLOM, 9, 1973 e BLOM,
10, 1978) e esta conduta torna-se cada vez
mais aperfeicoada e até mesmo mais valori-
zada pelo uso da microscopia de contraste
de interferéncia dife.rencial (MARSHALL &
SAACKE, 26, 1967; SAACKE 1, WHITE, 34, 1972;
FLEMING et alii, 14, 1976; MITCHELL et
alii, 28, 1978; BARNABE, 4, 1979 e SAACKE
et alii, 33, 1980).

0 objetivo do presente trabalho foi
analisar rotineiramente o volume, a motili-
dade, a concentracdo e a morfologia esper-
matica, com o intuito de alertar precoce-
mente possiveis fatores atuantes sobre a
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espermatogénese que possam provocar altera-
¢c8es da fertilidade.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo das caracteristicas
seminais foram utilizadas amostras de sémen
de 117 colheitas de 13 touros zebus, doa-
dores em Central de Inseminacdo Artificial,
sendo um da raga Gir, 1 Guzerd e 11 Nelore.

GUS5TAF550N et alii, 19 (1972), ALMQUIST, 1
(1973), GUSTAFSSON et alii, 20 (1974) e RAO
4 RAO, 31 (1975), embora o aumento de vo-
lume em funcdo da eletroejacu laclo ja tenha
sido citado por DZIUK et alii, 13 (1954),
AUSTIN et alii, 3 (1961) e GARCIA, 17
(1971). Também o volume pode variar entre
touros, criacgdes, racas, idades, grau de
excitagcSo e freqfléncia de colheitas (BISHOP
et alii, 5, 1954; ALMQUIST, 1, 1973; e
LAGERLOF, 25, 1936). GAMCICK, 16 (1967) n3o
constatou alteracdao de volume de sémen que

0 material seminal foi obtido semanalpudesse elucidar o baixo indice de fertili-

mente, durante 2 meses, através do método
da eletroejaculac3o CDZIUK et alii, 13,
1954; AUSTIN et alii, 3, 1961; SARCIA, 17,
1971; CASAGRANDE, 11, 1973; VALE FILHO et
alii, 37, 1974 e VALE FILHO et alii, 36,
1976). Apobs a colheita foram analisados o
volume (ml), a motilidade progressiva reti-
linea (X), a concentracdo (espermatozéides
pormm3) e a morfologia espermatica (%).
0 volume foi observado em tubo de ensaio
graduado, a motilidade entre Il&mina e lami-
nula, utilizando platina aquecida a 37 C e
a concentracdo em céamera de Neubauer, apoés
dilui¢cSo da amostra em pipeta hematimétrica
a 1:200 em solug¢So isotanica de citrato de
sodio formolada. As alteracgBes morfoldgicas
dos espermatozoides foram verificadas em
esfregagcos corados pelo metoao de WILLIAMS,
39 (1920), modificado por LAGERLOF, 24
(1934) e descrito por RAO, 29 (1971) e
examinados em microscopio Optico comum e em
preparacgBes umidas de sémen diluido em
solucéo tamptio de glutaraldeido a 0,2%
(HARA5YMOWICZ et alii, 22, 1S76), examina-
das em microscépio ae contrastes de inter-
feréncia diferencial e fase, sendo as anor-
malidades espermaticas classificadas, de
acordo com BLOM, 9 (1973), em defeitos
maiores e menores.

RESULTADOS

Os resultados referentes a avaliacéo
das caracteristicas seminais esfSo reunidos
na Tab. 1, enquanto que as Fig. le 2
mostram algumas alteracSes morfolégicas
observadas, respectivamente, em microscopia
de contraste de interferéncia ciferencial e
de contraste de fa-se.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A média ai volume cas colheitas variou
de 7,39 a a 13,44 ml (Tab.1), estando den-

tro dos limites considerados

tendo como extremos 2,0 e 20,0 ml, no ge-
ral, superiores as citadas por LAGERLOF,
24 (1934), LAGERLOF, 25 (1936), ANDERSON,
2 (1941), BISHOP et alii, 5 (1954), WiL-
LIAMS, 33 (1965), GU57AF5SON, 18 (1965),

normais e
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dade em touros (40,0%) e KOEFOED-JOHNSEN 4
PEDERSEN, 23 (1971) encontraram volume
considerada normal em touro que apresentava
alta taxa de patologia espermatica (70-
90%) - ANDERS5ON, 2 (1941) chamou a atengSo
para o fato de que o volume de sémen pode
ser mais indicativo da atividade das glan-
dulas acessorias a dos testiculos, 0 que
foi corroborado por VALE FILHO et alii, 36
(1976) ao encontrarem volumes normais em
touros que apresentavam anormalidades es-
permaticas indicativas de alteracQes tes-
ticu lares

WILLIAMS, 39 (1920) considerou que a

motilidade n?0 constitui padrSo de medida
de vitalidade e poder de fecundacdo dos
espermatozo6ides,mas LAGERLOF, 25 (1936)

julgou-a necessaria para a fertilizacéo, o]
que  foi constatado por RAO 4 HART, 30
(1948). A motilidade por si s6 n3o contitui
avaliacéo segura da qualidade do sémen,
pois BLOM, 6 (1950) encontrou 95% de alte-
racdes do acrossomo ("Knobedd sperm¥*) em
espematozdides com motilidade normal e
GAMCICK, 16 (1967) n?o0 conseguiu elucidar o
baixo Indice de fertilidade de touros
(40%), embora 2 a 17% dos espermatozédides
apresentassem formacbes vesiculosas do
acrossomo. Por sua vez, HANCOCK 4 ROL-
LIN5ON, 21 (1949), WILLIAMS, 38 (1965),
BLOM, 3  (1966) e VALE FILHO et alii, 36
(1976) encontraram motilidade baixa ou
igual a zero, em touros com histéria de
esterilidade ou baixa fertilidade, enquanto
que GUSTAFSSON, 18 (1965), KOEFOED-JOHNSEN
4 PEDERSEN, 23 (1971), GUSTAFSSON et alii,
19 (1972) e GUSTAFSSON et alii, 20 (1974)
relacionaram-na com disfuncdes epididimaria
e BLOM, 7 (1959) e 5WANSON & BOYD, 35
(1962) com altas taxas de patologi.a da peca

intermediaria e cauda, além de cabecgas
soltas.

A motilidade espermatica encontrada
variou, em média, de 48,83 a 73,89% (Tab.

1), com intervalo de 30,0 a 30,0%, podendo
esta variacSo estar relacionada aos proce-
dimentos técnicos (RAO 4 HART, 30, 1948;
FLEMING et alii, 4, 1976), aos efeitos dos
diluidores (SWAN50N 4 BOYD, 35, 1962) a
idade, as racas,aos métodos de colheitas,
ao estado patoldgico do aparelho reprodutor
(GARCIA, 17, 1971), excitacSo prévia com
falsas montas (ALMQUIST,1, 1973), as varia-
cdes sazonais (RAO 4 RAO, 31, 1975), a
saode dos animais (ANDERSON, 2, 1941) e T
fertilidade (VALE FILHO et alii, 37, 1974).
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CR5AGRRNDE, 11 (1373) salientou correlag¢So
entre esta caracteristica e a congelabili-
dade do sémen, destacando que as amostras
com menos de 60,01 de motilidade progres-
siva retilinea apresentavam baixa taxa de
congelabi lidade . Portanto, devemos estar
atentos a todos os fatores nocivos que
possam interferir na motilidade dos esper-
matozdides, na tentativa de bloquea-los e
obter um melhor padr2o de qualidade.

Rs concentragc6es médias encontradas
foram de 712.000 a 1.774.000 espermato-
z6ides por mm3 (Tab. 1), estando dentro de
padrdes de touros considerados normais

(LRGERLOF, 24,25, 1334, 1336 e BISHOP et
alii, 5, 1354) e variacbOes de 180.000 a
3.010.000. Deve-se considerar que o método
da eletroejacula¢c3o normalmente proporciona
maior volume e conseqdente diminuicdo da
concentragSo, embora com semelhante numero
total de espermatozéides (RUSTIN et alii,
3, 1361); a concentracdo pode ainda variar
entre touros e criagbes (BI5HOP et alii, 5,
1954), idade e racas (GRRCIR, 17, 1971),
preparo sexual e frequéncia de colheitas
(ALMQUIST, 1, 1973) e estac2o do ano (RRQ &
RRO, 31, 1975).

Em touros com hipoplasia testicular,

LAGERLOF, 24 (1334) encontrou variaclo de
20.000 a 300.000 espermatozéides por mm3 ,
WILLIRMS, 38 (1365) de 100.000 a 900.000 e

GRRCIP, 17 (1371) uma média de 62.600,
enquanto que naqueles portadores de degene-
racSo testicular, BLOM (1353) constatou
variacSo .de 40.000 a 200.000 espermato-
zOides por mm3 e GRRCIR, 17 (1371) uma

média de 367.160. 5egundo LRGERLOF, 24
(1934), BLOM, 7 (1353) e WILLIAMS, 38
(1365) a concentrac¢So influia na fertili-

dade quando apresenta valores abaixo de
300.000 espermatozéides por mm3, refletindo
alteracdes do epitélio germinativo, como
ocorrem nos casos de hipoplasia e degenera-
¢So testiculares. Neste particular, res-
saltamos a importancia dos exames rotinei-
ros de sémen, visando surpreender, precoce-
mente, provaveis alteracdes do tecido ger-
minativo testicular.

Os exames morfoldgicos, realizados em
microscopia de interferéncia diferenciai
(Fig.- 1), segundo 5AACKE, 32 (1370), s2o
preferiveis em reia¢3o0 a fase por elimina-
rem os halos interferentes que este apre-
senta ao redor das células espermaticas
(Fig- 2).

BLOM, 3 (1973) aconselha a utilizacéo
de sémen que apresenta até 15% de esperma-
tozdides com defeitos maiores e 10-15% de
menores, enquanto que FLEMING et alii, 14
(1976) e MITCHELL et alii, 28 (1378) reco-
mendam até 25* de patologia total ou 12% de
gotas citoolasmaticas ou 12% de cabecas
anormais.

fi média de defeitos espermaticos
maiores, menores e totais, variou, respec-
tivamente para a microscopia de contraste
de interferéncia dife-encial e fase de 3,50
a 35,50%; 1,72 a 14,30% e 11,83 a 45,87% e
2,53 a 31,02%; 1,72 a 11,32% e 7,56 a

42,34% (Tab. 1), sendo que os touros 3, 5,
9, 10 e 11 ultrapassaram o limite maximo de
defeitos totais considerado para touros
normais (18-20%), segundo LRRGERLOF, 24
(1934); ja o de numero 3, estaria dentro do
padrSo de 25%, aconselhado por CRSRGRRNDE,
11 (1373), FLEMING et alii, 14  (1376) e
MITCHELL et alii, 28 (1378).

Para uma avalia¢So segura da qualidade
seminal dos reprodutores, CRSRGRRNDE, 11
(1373) e MITCHELL et alii, 28 (1378) reco-
mendam o exame morfolégico de todas as
ejaculacdes e, por sua vez, VALE FILHO et
alii, 36 (1374) consideram que o controle
pelo nivel de patologia espermatica € basi-
co para mailor segurancga na liberagcSo de
sémen congelado, melhor controle da ferti-
lidade dos animais e melhor manejo da Cen-
tral de Inseminacdo Artificial, pois pode

indicar, com certa precocidade, alteracdes
subcllnicas de Tfertilidade. Ja 5RRCKE ¢
WHITE, 34 (1372) aconselham maior destaque

na avaliacdo da integridade do acrossomo,
da motilidade e presenca de espermatozdides
anormais no sémen fresco, limitando-se a
estimativa e vigor da motilidade apés o
descongelamento, enquanto que FLEMING et
alii, 14 (1376) wutilizam estes dois para-
metros para a verificactio dos ©possiveis
defeitos injuriosos, provocados pelo
processamento do sémen sobre os espermato-
zoides .

R melhor resolugtSo e maior riqueza de
detalhes morfolégicos, tanto em sémen puro
quanto diluido, constatadas por MARSHALL S
5AACKE (1367), MITCHELL et alii, 28 (1378),
BRRNRBE, 4 (1373) e SAACKE et alii, 33
(1380) para patologia do acrossomo e defei-
tos maiores através da microscopia de con-
traste de interferéncia diferencial, em
comparacdo com a microscopia de contraste
de fase, Tficaram demonstradas pela observa-
¢cdo de grandes diferencas percentuais de
defeitos espermaticos, principalmente
aqueles referentes ao acrossomo, cabeca e
peca intermediaria, consideradas altamente
indesejaveis e de grande importancia na
fecundacao, segundo BLOM, 6 (1350), MUNRO
et alii, 27 (1361), GRMCICK, 15 (1366),
GRMCICK, 16 (1367), RAO, 23 (1371 ), CHENO-
WETH i BURGE55, 12 (1972), FLEMING et alii,
14  (1976), VALE FILHO et alii, 37 (1376) e
BLOM, 10 (1378).

VISINTIN, J.S.; BBRNRBE, V.H.; BQRNOBE, R.C.;
CFISFIGRHNDE, J.F.; RLMEIDQ, C.R. Evaluation of
seminal characteristics of Zebu bulls to
utilization in artificial insemination. Rev.
F»c. Med. vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 23(1):
69-77,1986.

SUMMARY: The semen picture of 13 zebu bulls, used
as donors .in an Artificial Insemination Center,
was studied weekly during nine weeks. Average
seminal characteristics were as follows: volume
ranged from 7.89 to 13.44 ml progressive motility
from 48.63 to 73.89%, spermatic concentration

Rev.Fac.Med.vet.Zootec.Univ.S.Paulo, 23(1):69-77, 1986.
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from 712.000 to 1.774.000 spermatozoa/mm
Spermatic pathology pcrcentagc observed with 0IC

and phase contrast microscopy,

respectively to total, major and minor

varied,
defects,

from 11.03 to 45.Q7\; from 3.50 to 35.50* and
from 1.72 to 14.901 and from 7.56 to 42.34\ from

2.83 to 31.02% and from 1.72 to 11.321. Results UNITERMS:
based on a single examination of semen did not
TABELA 1 - Caracteristicas seminais de 13 touros zebus,
Insemina¢So Artificial, Barretos, SP, 1931.
Carac- tfoluse Hotilida-j Concentra Microscopia de interferencia
n.teres () de (S) cdo (107. diferencial e Villians (%)
spz/==") Defeitos Defeitos Total
Touros\. Maiores Henores
1 13, 44 58,89 7,12 9,50 4,44 13,94
2 12,44 71,11 13,00 12,28 7,78 20,06
3 10,61 68,89 17,74 17,67 14,90 32,57
4 10,44 69,44 14,36 3,50 8,33 11,83
5 7,89 67,78 8,78 21,76 7,56 29,32
6 8,67 62,78 13,49 14,72 4,78 19,50
7 8,89 73,89 14,29 12,33 1,72 14,05
8 10,61 71,11 12,02 12,33 2,94 15,27
9 8,94 73,33 10,54 13,67 7,67 21,34
10 11,50 48,33 11,53 35,50 10,37 45,87
11 8,56 67,22 11,63 22,83 12,78 35,61
12 11,00 © @™ 8,19 7,11 10,50 17,61
13 9,17 73,33 | 14,01 11,39 6,11 17,50
spz - espermatozdides
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offer
with

exhibited
appreciably
observation

sufficient
high percentage
motility.
superior
of spermatic

normal

*
Reproductiont of- catle;
insemination;

information

of abnormal

Semen!

doadores em Central de

because many samples
spermatozoa
The DIC microcopy was
that of phase contrast
defects.

for

artificial
Microscopyl,

Microscopia de Fase -
Williams (%

Defeitos
Maioras
5,94

7,83
14,50
2,83
17,37
10,00
10,56
9,44
7,39
31,02
15,11
4,78

6,17

Defeitos
Menores
2,61

5,06
5,50
4,72
4,49
3,50
1,72
2,11
5,00

11,32
8,50
4,78

3,56

Total

8,55
12,89
20,00

7,55
21,86
13,50
12,28
11,55
12,39
42,34
23,61

9,56

9,73



FIGURA 1 — Acrossomo Enrugado
Microscopia de Contraste de Interferéncia
Diferencial —1250 X.

FIGURA 2 — Cauda Fortemente Dobrada
Microscopia de Contraste de Fase —1250 X.
Halo circundante.
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