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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho e a variabilidade de resultados
das provas funcionais de integridade acrossomica (IA) e a reagdo acrossdémica induzida
(RAI) em touros jovens da raca Nelore, bem como verificar suas associagdes com outros
parametros andrologicos. Foram avaliadas 16 amostras de sémen congelado de touros
jovens da raga Nelore utilizando-se esfregacos em laminas pelo método de Azul Trypan
/ Giemsa. A média geral da integridade acrossémica pés-congelacao foi de 85 + 6%,
com redugdo para 76 £ 8% apods quatro horas de incubagdo em banho maria a 37° C com
meio de TALP HEPES com albumina. Os testes de RAI tiveram diferencas acentuadas
entre os touros do experimento, com média 18 £ 9 %, com ndmeros maximos e minimos
de 44% a 3%. Os resultados sugerem que ambos os indutores Heparina e Heparina +
Lisofosfatidilcolina (LPC) forameficientes e devemser utilizados nasavaliacdes de RAI. Na
comparacao entre touros de alta a baixa RAI quanto a diversos parametros androlégicos,
houve diferenca (p<0,05) apenas para motilidade pré-congelacao entre os grupos, com
resultados superiores para os touros de baixa RAI (£ 17%). Quanto as correlagdes dos
parametros androldgicos e as provas funcionais da qualidade espermatica (IA e RAI),
somente a motilidade espermatica esteve negativamente correlacionada a RAI (-0,51,
p<0,05). Concluiu-se que os testes de integridade acrossdmica e reacdo acrossomica
induzida sdo importantes testes complementares para avaliacdo da qualidade funcional
dos espermatozoides, uma vez que apresentam alta variabilidade entre touros e baixa
associagdo com outros pardmetros androlégicos. Entretanto, os mesmos devem ser
interpretados dentro dos limites de avaliagdo dos processos associados a qualidade
espermatica, e ndao como um indicador amplo e tnico da fertilidade ou capacidade
fecundante de touros.
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APPLICATIONS OF ACROSOME INTEGRITY AND INDUCED ACROSOME REACTION TESTS
TO NELORE BULLS

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the performance and variability of
the results of functional tests for assessing acrosome integrity and heparin-induced
acrosome reaction (IAR) in young Nellore bulls, as well as to verify their associations with
other andrological parameters. Smears were prepared from 16 frozen semen samples of
young Nellore bulls and stained with Trypan blue/Giemsa. The overall average post-
freezing acrosome integrity was 85 + 6%, with a reduction to 76 + 8% after 4 hours of
incubation and no large variation between bulls. Marked differences between bulls of the
experiment were observed for the heparin IAR tests, with an average of 18 £ 9% (range
44% to 3%). The results suggest that both heparin and heparin + lysophosphatidylcholine
were efficient inducers that should be used together in IAR evaluations. Comparison of
the different andrological parameters between bulls with high and low IAR showed a
difference (p<0.05) only for pre-freezing motility, with superior results for low IAR bulls
(£17%). There were no correlations between the andrological parameters and functional
tests of sperm quality (acrosome integrity and IAR). Only pre-freezing sperm motility
was negatively correlated with IAR (-0.51, p<0.05). In conclusion, the acrosome integrity
and IAR tests are important complementary tests to evaluate the functional quality of
sperm since they exhibit high variability between bulls and low association with other
andrological parameters. However, the tests should be interpreted within the limits of
evaluation of the processes associated with sperm quality and not as a broad indicator of
bull fertility or reproductive capacity.
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INTRODUCAO

A selecdo androlégica constitui na utilizacao
dos exames reprodutivos de rotina dos touros
para classificacdo reprodutiva, visando selecao
de caracteristicas com alta herdabilidade e com
reflexos econdmicos paraaatividade produtiva.
Porém, por vezes os exames androldgicos de
rotina tém se mostrado ineficazes para escolha
de touros com alto potencial fecundamente
(PARRISH, 2014; SENEDA et al., 2016). Em
contraponto, as avaliagdes que evolvam a
eficiéncia dos processos fisiol6gicos associados
a capacitacdo espermatica e reagao acrossdmica
sdo potenciais indicadores para selecdo de
touros com alta performance reprodutiva
(MORANI et al., 2018; MARTINS et al., 2016).

A capacitacdo espermética é o processo
no qual o gameta masculino passa por
mudangas metabdlicas e bioquimicas, no
trato reprodutivo da fémea, as quais induzem
a reagao acrossomica (SUAREZ, 2015). Em
condicdes naturais, este processo parece ocorrer
na jungao utero tubdrica, que possui fluidos
especificos associados ao momento do ciclo
estral pré-ovulatorio, levando menor ou maior
tempo, dependendo da espécie, mas sempre
como um pré-requisito para a fecundacdo
(CUNHA et al., 2019). A reacao acrossdmica
acontece em condig¢des naturais por indutores
da zona peltcida e progesterona e na presenca
de Heparina ou de forma artificial utilizando-
se os indutores heparina, lisofosfatidilcolina
(LPC) e inonodforo de calcio (PARRISH, 2014).

Em bovinos os polissacarideos chamados
gliclosaminoglicanos (GAGs), e em especial a
heparina do oviduto, promovem a capacitagao
do espermatozoide do touro (PARRISH, 2014;
BERNECIC et al., 2019). No trato reprodutivo
feminino, a capacitacdo espermadtica ocorre
sempre diante de altas concentracdes de GAGs
do fluido folicular ovariano ou de outras fontes
(KUMARESAN et al., 2019). A concentragao
de heparina necessdria para a capacitacao é
semelhante ao requerido para saturar os pontos
de ligacdo. A capacitacdo do espermatozoide
bovino estimulado pelos glicosaminoglicanos
(GAGs) necessita da maturagao induzida pelo
plasma seminal, visto que o plasma seminal
aumenta os locais de ligagdo da heparina no
espermatozoide epididimério, por possuir
grande nimero proteinas ligantes de heparina
(SUTOVSKY, 2010; PARRISH, 2014; PARK et

al., 2019; CUNHA et al., 2019).

Diversos autores vislumbraram a utilizacdo
das provas de reagdo acrossdomica induzida
(RAI) do sémen a fresco ou congelado como
potenciais marcadores para selecio de
touros, ndo somente na fecundacdo in vitro,
mas também para selecdo de touros a campo
(FELICIANO SILVA, 1998; JANUSKAUSKAS
et al., 2000). Porém com o passar dos anos essa
expectativa ndo se concretizou nas pesquisas
ou a campo, trazendo certo descredito ao
potencial da inclusdo desse exame nas
avaliacOes andrologicas de rotina para touros
(MONTES et al., 2012).

Den Daas (1997) avaliou a associagdo da
capacitacdo espermatica com a fertilidade por
meio da taxa dendo retorno aos 56 dias e taxa de
concepcaofinal, mostrandoqueaRAlcontribuiu
(p>0,05) para as regressdes das estimativas
de fertilidade, diferentemente dos resultados
relacionados a motilidade espermatica e as
técnicas de FIV, que ndo estiveram associadas
a fertilidade ap6s a inseminagdo. Ja touros de
alta fertilidade a campo apresentaram taxas
superiores (p<0,001) de blastocistos e de reacao
acrossOmica induzida quando comparados
aos de baixa fertilidade (FELICIANO SILVA,
1998), semelhante aos resultados de Blottner et
al. (1990). Watanabe et al. (1999) examinaram
doze touros Nelore, procurando estudar
a relacdo entre a motilidade espermatica,
integridade e reacdo acrossomica na produgao
in vitro de embrides. Os touros diferiram
significativamente para taxa de clivagem e
taxa de blastocisto, ambas com correlacGes
com a motilidade ap6s 12 horas, integridade
acrossdmica e reagdo acrossdémica.

Feliciano Silva et al. (1996) avaliaram
touros das racas Nelore, Canchin e Simental,
quanto a taxa de reacdo acrossdmica induzida
por heparina (RAI) e sua associagdo com a
fertilidade. A taxa de RAI da raca Nelore variou
de 14 a 47%, e em touros Simental obteve-se
uma média de 38%. Os autores advogavam
que o teste de RAI poderia se tornar-se um
indicador importante da fertilidade de touros
zebuinos.

Porém em trabalhos mais recentes, Addad
et al. (2009) acompanharam touros Nelore por
3 anos usado parametros androlégicos e testes
de viabilidade espermatica, integridade de
acrossoma e a fragmentagdo da cromatina. Os
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autores relatam que os defeitos espermaticos,
a integridade de membrana plasmatica,
integridade de acrossoma e fragmentacao
de cromatina nuclear ndo foram frequentes a
ponto de comprometer a qualidade seminal e
o desempenho reprodutivo dos animais, sem
relacdo entre os defeitos espermaéticos com a
integridade acrossdmica ou a fragmentacdo da
cromatina nuclear e destas com a taxa prenhez.
Este trabalho levanta davidas quanto a real
aplicacao desde testes para touros saudaveis
do ponto de vista reprodutivo, ja previamente
selecionados por outrasavaliagdes androlégicas
de rotina.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
desempenho e a variabilidade de resultados das
provas funcionais de integridade acrossémica
e a reacao acrossdmica induzida por heparina
(RAI) em touros jovens da raca Nelore, bem
como verificar suas associagdes com outros
parametros androlégicos, discutindo possiveis
aplicagdes e limites do seu uso para selecao
reprodutiva de touros.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados o sémen congelado de
16 touros jovens (2 anos) da raca Nelore que
passaram por avaliacdes androlégicas de
acordo com critérios do CBRA (2013), incluido
a avaliagdo de morfologia espermadtica em
microscopia de contraste de fase, com posterior
realizagdo da classificagdo androldgica por
pontos (CAP) (NASCIMENTO e SANTOS,
2010).

Para a congelacdo do sémen foi realizada
a coleta do sémen dos touros pelo método
de eletroejaculacdo. Apds a coleta eram
realizadas as analises dos aspectos fisicos
do sémen (taxa de motilidade progressiva,
turbilhonamento, vigor, aspecto, volume e
concentracdo espermatica) de acordo com as
normas propostas pelo CBRA (2013) e Morani
et al. (2018). Para confirmacdo da motilidade
espermatica (avaliada subjetivamente
ao microscopio Optico) foram realizadas
avaliacdes de confirmagdo dos dados com o
corante eosina-citrato (0,2g de eosina e 0,3g de
citrato de so6dio). Foi realizada a incubagao de
uma gota de sémen com uma gota de corante
por um minuto, sendo feito o esfregaco em
lamina com secagem ao fogo. Foram contados
200 espermatozoides com identificagdo dos

vivos (descorados) e mortos (vermelhos). Os
resultados confirmaram os valores observados
de motilidade espermética ao microscépio
otico.

O volume total de sémen coletado era entdo
homogeneizado em um recipiente nico em
banho maria a 35° C e diluindo em funcao
da concentragdo espermadtica com diluente
Nagase e Niwa (1963) (11,0% de lactose, 6,0%
de glicerina, 20% de gema de ovo e 1mg/ml
de estreptomicina e 1 x 10°UI/ml de penicilina
potéssica) e posteriormente envasado em
temperatura ambiente em palhetes de 0,5 ml,
identificados pelo namero e data da coleta.
De acordo com a disponibilidade do sémen
coletado, foi congelado para cada touro, um
namero variavel de 20 a 30 doses para uso no
experimento com concentracdo espermatica
do sémen poés diluicdo entre 30 a 50 x 10°
espermatozoides/ml.

Depois de 30 minutos de equilibrio
em temperatura ambiente era realizado o
resfriamento e equilibrio por um periodo de
oito horas a 5°C. A congelacao foi realizada ap6s
a permanéncia dos palhetes por 15 minutos
em vapor de nitrogénio  a -80°C e posterior
imersdo em nitrogénio liquido. As amostras
foram analisadas quanto a motilidade, vigor
e viabilidade pés-congelagdo, bem como
calculado a taxa de recuperagdo espermatica
(HAFEZ, 2004), para avaliacdo do perfil de
congelacdo das amostras dos touros.

Os critérios para avaliacdo do sémen pos-
congelacdo foram realizados de acordo com
as recomendagdes do CBRA (2013). Mesmo
os touros que tiveram valores abaixo do
recomendado (motilidade espermética pos-
congelacdo menor que 30% e vigor abaixo
de 3) foram mantidos no experimento, com
objetivo de avaliar a variabilidade e correlacao
dos resultados com potencial de congelagao do
sémen. Dos 16 animais coletados, apenas dois
tiveram motilidade e vigor pés-congelacdo
abaixo do recomendado, resultado esperado
em animais zebuinos aos dois anos de idade.

Apenas a titulo de caracterizagdo da
amostra, as médias e desvio padrdo dos 16
animais avaliados foram de 403,0 + 23,0 kg de
peso corporal, 32,9 £1,7 cm de circunferéncia
escrotal, 372,8 + 196,3 x106 espermatozoides/
ml de concentracdao espermética no ejaculado,
67,1 + 49 % de motilidade progressiva pré-
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congelacdo, 4,9 + 0,2 de vigor pré-congelacao,
26,5 + 9,3% de motilidade progressiva pos-
congelacdo, 4,4 + 0,7 vigor pés-congelacao.

A avaliacdo de proteinas totais no plasma
seminal foi realizada com a retirada uma
aliquota para dosagem de proteinas totais
(PT). As mensuracoes foram realizadas com a
metodologia de Lowry et al. (1951).

Awvaliagio da Integridade Acrossomica (IA)

Foram realizadas provas de avaliagdo da
integridade acrossomica dos espermatozoides
pos-congelacdo,  utilizando-se  esfregacos
em laminas, corados pelo método de Azul
Trypan / Giemsa, de acordo com Didion et
al. (1989). Para tanto, imediatamente apés a
descongelacdo e andlise dos aspectos fisicos
do sémen foi incubada uma aliquota de 200
microlitros de sémen com diluente adicionados
a 200 microlitros de Azul de Trypan a 0,2%,
em banho maria a 37°C, por um periodo de
10 minutos. Posteriormente eram feitas 3
lavagens das células em suspensdo de 1 ml em
meio tampado PBS, com posterior centrifugacao
a 700g por 5 minutos. Foram preparados
esfregagos em laminas e secos ao ar. A coloracao
pelo Giemsa foi realizada por imersao durante
60 minutos, em solugdo a 10% diluido em agua
destilada com pH corrigido a 6,8.

Foram visualizados o0s seguintes tipos
de espermatozoides na observacdo por
microscopia Optica das laminas coradas por
Azul Trypan / Giemsa:

1. Morto com acrossoma intacto
(espermatozoide azul com acrossoma corado
em vermelho/rosa).

2. Morto com acrossoma degradado
(espermatozoide azul com acrossoma corado
em cinza/ castanho-claro).

3. Vivo com acrossoma intacto
(espermatozoide branco/castanho-claro com
acrossoma corado em vermelho).

4. Vivo com acrossoma degradado
(espermatozoide branco/castanho claro com
acrossoma corado).

A taxa de integridade acrossomica pos-
congelacdo foi calculada pela soma do
percentual de espermatozoides vivos e mortos
com acrossoma intacto.

Reacdo acrossomica induzida (RAI)

Os testes de RAI foram realizados com

uma amostra de sémen congelado de cada um
dos touros, conforme descrito por Feliciano
Silva (1998). O material descongelado e
contendo sémen com diluente, foi lavado
por centrifugacdo em meio TALP HEPES
com 1% de albumina, por trés vezes a 300g
por 10 minutos, para retirada do diluente no
sobrenadante. A concentracdo espermatica
da aliquota de espermatozoides era entdo
novamente mensurada e feita nova diluicao
em meio TALP HEPES com 1% de albumina,
para que todos os touros tivessem 80 x 10°
espermatozoides/ml nas amostras avaliadas.

A seguir o sémen foi dividido em trés
aliquotas e incubado em banho maria a 37° C
por um periodo de quatro horas:

1) 250l sémen + 750u1 TALP (controle);

2) 250ul sémen + 650ul TALP + 100ul
Heparina (50ug/ml);

3) 250ul sémen + 550ul TALP + 100l
Heparina (50pg/ml)+100ul Lisofosfatidilcolina
(LPC, 100 pg/ml) (adicionado depois de 4:00
horas).

As leituras foram feitas a 0:00, 4:00 e 4:15
h apés o inicio da incubacdo, pelo método de
Azul Trypan / Giemsa, de acordo com Didion
et al. (1989).

A frequéncia da reagdo acrossomica foi
fornecida peloindice deaumento da taxa de RAI
do inicio (0:00 horas) até o final da incubagao
do sémen (4:15 horas) para cada um dos dois
tratamentos (Heparina ou Heparina+LPC)
e controle. Para isto efetuou-se o calculo do
percentual de espermatozoides vivos sem
acrossoma (verdadeira RAI) em relacdo ao
total de vivos depois de quatro horas e quinze
minutos de incubagdo, menos o percentual
de espermatozoides vivos sem acrossoma
(verdadeira RAI) em relacdo ao total de vivos
logo apos o descongelamento das amostras,
conforme representacdo matematica abaixo:

RAI = ((VSA4:15/TV4:15)100) - ((VSAO/
VT0)*100))

Onde:

VSAA4:15 = Vivos sem acrossoma, depois de
4:15 horas de incubacao.

TV4:15 = Total de espermatozoides vivos
depois de 4:15 horas de incubacao.

VSA0:00 = Espermatozoides vivos sem
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acrossoma a 0:00 horas de incubacao.
VT0:00 = Total de vivos a 0:00 horas de
incubacéo.

Andlises Estatisticas

Na comparacdo dos grupos de touros, os
dados foram organizados por delineamento
inteiramente casualisado (DIC) e submetidos
a andlise de varidncia para comparacao
utilizando o teste SNK (SAMPAIO, 1998).
Foram realizadas ainda correlagdes simples de
Pearson entre as variaveis estudadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A média geral da integridade acrossomica
pos-congelacao foi de 85 + 6%, com uma
redugdo para 76 = 8 % ap6s quatro horas de
incubacdo do sémen em banho-maria a 37°C
(Tabela 1). Estes valores foram préximos aos
relatados por Kjaestad et al. (1993) de 81 e 73%
para touros de alta e baixa fertilidade.

A avaliagdo de integridade acrossémica de

acordo com o método de Azul Trypan / Giemsa
de Didion et al. (1989) foi eficiente para essa
avaliacdo, sendo um método facil e barato para
uso em laboratérios de reprodugao animal,
podendo atuar como exame confirmatério
da viabilidade espermatica (vivos/mortos) e
integridade morfoldgica do acrossomo.

Observou-se que mesmo diante de
desempenho variavel entre os animais quanto
a taxa de recuperacdo espermadtica pos-
congelacdo (média 39,5% com minima de 14% e
maxima de 57%), houve pouca variagdo quanto
a taxa de integridade acrossomica das amostras
logo ap6s o descongelamento e depois de 4h de
incubagao (Tabela 1).

Para os testes de RAI com Heparina e RAI
com Heparina +LPC observou-se variabilidade
entre os touros do experimento. A média geral
de RAI com heparina+LPC foi de 18,5 £ 9 %,
com valor maximo de 43% e minimo de 6%. Ja
a média de RAI somente com Heparina foi de
18,4 £ 9 %, com valor maximo de 44 % e minimo
de 3%. Estes resultados estdao de acordo com

Tabelal-Resultados dos testes de integridade acrossdmica e reacao acrossdmica induzida por heparina e Heparina+LPC.

Touro Taxa C}%{ecuf" (I(y? ) L?(;f )h RAI Heparina (%) RA_:ILII;IEP(%/?)na
1 14 82 82 6.7 214
2 57 92 80 15.5 11.3
3 31 94 76 414 429
4 29 84 88 17.1 6.1
5 50 94 67 19.5 23.1
6 50 82 76 20.0 8.0
7 17 74 62 41.7 20.0
8 36 82 73 244 16.3
9 36 86 75 16.7 18.2
10 38 78 71 3.3 18.8
11 29 85 74 6.8 10.2
12 57 88 82 51 8.2
13 38 94 60 444 10.5
14 54 82 86 3.2 10.9
15 42 80 84 3.1 28.1
16 54 81 81 25.1 32.5

Meédia 39.5 85 76 18.4 18.5

Obs.: RAI = Reagdo acrossomica induzida; Taxa de Recup.= Taxa de recuperagdo espermatica pds- congelagdo; IA =
Taxa de integridade acrossomica; IA 4h = Taxa de integridade acrossémica apds 4 horas de incubagao.
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os valores relatados por Feliciano Silva et al.
(1998), que encontraram variacao de 14 a 34%
de RAI para touros Nelore e 38% de média
entre touros da raca Simental.

Vale destacar aqui alguns casos atipicos
neste experimento, onde os resultados de
Heparina foram superiores ao Heparina+LPC,
notadamente nas amostras niimero 6, 7, 8 e 13
(Tabela 1). Isso sugere que pode haver variagao
individual entre reprodutores com maior ou
menor sensibilidade a inducdo somente por
Heparina (tratamento 1), ou a mistura de
Heparina e LPC (tratamento 2). Porém observa-
se que em ambos os tratamentos, houve o
processo de indugdo da reacdo acrossOmica
entre os espermatozoides vivos da amostra.
Esse resultado ¢é diferente dos resultados
de Costa et al. (2010) que trabalhando
com os mesmos indutores (Heparina e
Heparina+LPC) relatam que o tratamento
com LPC ndo foi significativamente diferente

aliquotas separadas, sendo contabilizados os
resultados de RAI para os maiores valores
percentuais encontrados para um ou outro
tratamento. Destaca-se que esses indutores
artificiais de reacdo acrossomica (Heparina e
LPC) apresentam-se com uma boa alternativa
para o teste de RAI, conforme ja proposto na
literatura para touros zebuinos (FELICIANO
SILVA, 1998). Apesar do ionésforo de calcio
também ja ter sido relatado na literatura
como indutor eficiente da reacdo acrossdmica
artificial, Assumpgdo et al. (2002) citam a
heparina aparentemente exerce o mesmo papel
e com maior eficacia, ndo sendo necessario a
utilizagdo do ionésforo de célcio para testes de
RAI em laboratoério.

Na Tabela 2 foram comparados alguns
pardmetros  androlégicos  (circunferéncia
escrotal, motilidade pré-congelacao e taxa de
recuperacdo) e a integridade acrossomica entre
touros de alta (< 17%) e baixa (= 17%) RAL

Tabela 2 - Médias de parametros androlégicos, proteinas totais do plasma seminal e integridade acrossomica de touros

da raca Nelore nos grupos de altas e baixas RAI

RAI N CE MotilidadePré- Taxa de Recup. PT IA RAI

' (cm) cong. (%) (mg,/ ml) (%) (%)
Alta 8 325+14a 64+4a 35+14a 26,1+139a 84+7a 2548 a
Baixa 8 334+20a 70 4b 43+12a 170£11,7 a 86+5a 11+£3Db

Letras diferentes nas colunas, p<0,05, Teste SNK.

Obs.: RAI = Reacado acrossomica induzida; CE = Circunferéncia escrotal; Motilidade pré- cong. = Motilidade pré-
congelacdo; Padrao de Recup.= Padrdo de recuperagdo espermatica pés- congelagdo; PT = proteinas totais no plasma

seminal; IA = Taxa de integridade acrossomica.

do tratamento controle nem em tempo zero
ap6s o descongelamento, nem apés 4 horas
em relacdo a proporcao de espermatozoides
vivos. Ou seja, para Costa et al. (2010) o LPC
ndo demonstrou ter o efeito indutor esperado,
diferente os resultados aqui encontrados.

Assumpcao et al. (2002) avaliaram os
protocolos de capacitacdo espermaética in
vitro com 100 mg/ml de heparina e 5 mM de
calcio ion6foro com melhores resultados para
heparina, que apresentou melhor taxa de
espermatozoides capacitados, entretanto nao
houve correlagdo entre os espermatozoides
capacitados in vitro e a taxa de fertilidade a
campo.

Os resultados deste experimento reforcam
que o teste de RAI deve ser utilizado com
os indutores Heparina e Heparina+LPC em

Observa-se que somente para o resultado
de motilidade pré-congelacao houve diferenca
(p<0,05) entre os grupos de altas e baixas RAI,
com resultados superiores para os touros de
baixa RAI, fato confirmado pela correlacao
negativa de -0,51 (p<0,05), descrita entre estas
variaveis. Esta associacao foi inesperada e leva
a deducao de que touros com maior motilidade
espermdtica  pré-congelacdio  apresentam
menores taxas de RAL Uma suposigdo é que
uma alta motilidade inicial do sémen, poderia
precipitar mais precocemente os eventos de
capacitacdo e reacdo acrossdmica para um
maior ndamero de espermatozoides, com
prejuizo aos resultados de RAI ap6s 4 horas de
incubacao.

Quanto aos demais parametros analisados
nao houve diferenca entre os grupos (p>0,05),
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com destaque apenas para as médias de
concentracdo de proteinas totais (PT) que
foram numericamente favoraveis aos touros de
alta RAI porém sem diferenga (p>0,05).

Na Tabela 3 sdao apresentadas as correlagdes
de Person entre os testes de IA, RAI, taxa de
recuperacdo espermadtica pos-congelacao e os
parametros androlégicos dos touros. Foram
observadas baixas correlacdes (p>0,05) entre a
maioria dos parametros avaliados, mostrando
baixa associagdo entre as principais avaliacdes
androldgicas de rotina e as provas funcionais
da qualidade espermatica (IA e RAI). Apenas
motilidade espermética esteve negativamente
correlacionada com a RAI com valores de -0,51
(p<0,05).Jaa CAP eamotilidade apresentaram-
se positivamente correlacionados (p<0,05),
associacdo ja4 esperada. A integridade
acrossdmica ndo esteve correlacionada
(p>0,05) com nenhuma outra caracteristica
reprodutiva avaliada, diferentemente do
registrado por Kjaestad et al. (1993) que a
mostraram correlacionada (p<0,05) com o
vigor espermatico (0,26), porém sem observar
diferencas (p>0,05) quanto a comparacao de
touros de alta e baixa fertilidade.

A falta de associacdo das avaliacGes de A
e RAI com outros parametros androlégicos
ndo deve ser necessariamente interpretada
como ineficiéncia dos exames, uma vez que 0s
mesmosavaliam apenas uma pequena parte dos

eventos associados ao processo de preparagdo
dos espermatozoides para fecundacdo. Tanto
na monta natural, quanto no uso de sémen
congelado, a eficiéncia de fecundacao do sémen
pode ser compensada pela alta concentragdo
de espermatozoides vidveis utilizados por
dose. Dessa forma, para que a IA e RAI
apresentem diferencas quanto aos indices
de fecundacédo, seria necessario trabalhar em
menor concentracdo de espermatozoides por
dose (BIRCK et al., 2010; CUNHA et al., 2019),
promovendo maior desafio de fecundacao. Ou
seja, os resultados da literatura até o momento
restringem a atuagdo das avaliagdes de IA e
RAI como testes complementares da qualidade
funcional espermaética e ndo em substituicdo a
nenhuma outra avaliagdo androlégica.

CONCLUSOES

Na literatura atual existe uma forte
tendéncia na busca de multiplos biomarcadores
fisiolégicos, bioquimicos e genéticos que
atuem como coadjuvantes para selecdo de
touros para alta fertilidade e congelabilidade
do sémen, visando maior acurécia na predicao
da fertilidade de reprodutores bovinos, tanto
a campo, quanto nos processos de fecundacao
in vitro (PARK et al., 2019). Porém, é necesséria
a realizacdo de mais experimentos que
comprovem a real associagdo destes testes e
marcadores com o potencial de fecundagdo

Tabela 3 - Correlacdes e graus de significancia (entre parénteses) entre parametros androlégicos, proteinas totais, IA e

RAI de touros da racga Nelore.

CE (Cm) Mot.(%) PT CAP Rg‘;’;; C(l‘j y 1A 000h 1A 400h
Mot. (%) 0,14 (0,58) ] ] - ] - ]
PT 033 (020)  -0,01(0,95) ; - ; - .
CAP 046 (0,07)  054(0,02)  -030(0,24) - ; - ;
Taxa de
Reeap () 02041 010(069)  001(094)  -001(094) ; - ;
IAO0:00h  -0,04(085)  003(091) -016(055)  -0,08 (0,75) (8%) ) ]
. 0,12 0,25 0,13

IA400h  025(034)  029(027)  -0.26(0,31) 063) M oD ]

RAI(%)  -036(016) -051(0,04) 026(032)  -047 (0,06) ('ggfg) (g,gg) (8’33)

Obs.: CE = circunferéncia escrotal; Mot. = Motilidade; PT = Proteinas totais no plasma seminal; CAP = classificagdao
androlégica por pontos; Taxa de Recup. = Padrdo de recuperagdo espermatica pos- congelagdo; IA = integridade
acrossomica; RAI = Reagdo acrossomica induzida. As correlagdes em itélico tém significancia (p<0,05).
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para touros zebuinos, bem como verifique as
suas associacdes com os demais pardmetros
androlégicos e a fertilidade.

A partir dos resultados deste experimento
podemos concluir que o teste de RAI com
Heparina + LPC apresentou alta variabilidade
entre touros jovens da raca Nelore, porém
com uma baixa correlacdo com os parametros
androlégicos, com a taxa de integridade
acrossomica e o sucesso na congelacdo do
sémen (taxa recuperacdo espermatica pOs-
congelacdo). Entretanto, o exame de RAI
podem trazer informagdes complementares
importantes sobre qualidade espermatica
funcional dos espermatozoides ligadas ao
processo de capacitacdo e reacdo acrossdomica
(SUTOVSKY, 2010; PARRISH, 2014; SUAREZ,
2015; CUNHA et al., 2019).

A falta de associacdo direta da avaliacdo
de RAI, e por consequéncia dos processos
de capacitacdo e reagdo acrossdmica, com 0s
exames androlégicos de rotina e o sucesso na
congelacdo de sémen ndo desqualifica o uso
dos testes de RAI como exame complementar
(MONTES et al., 2012). Na verdade, reforca a
utilizacdo do mesmo para selecdo de touros de
alto potencial fecundante, como por exemplo,
para identificacdo e selecao de reprodutores
que terdo desempenho superior nos processos
de fecundagao in vitro (SENEDA et al., 2016;
CUNHA et al., 2019). Ressalta-se, porém, que
0s mesmos devem ser interpretados dentro dos
limites de avaliacdo dos processos associados
a qualidade funcional espermatica para
capacitagdo e reagdo acrossdmica, e ndo como
um indicador amplo e tnico da fertilidade ou
capacidade fecundamente de touros.
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