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RESUMO

O objetivo, com este trabalho, foi verificar a
correlagdo entre métodos de avaliacdo da integridade
da membrana plasmdtica (IMP), no s€men
congelado comercial de cinco touros da raca Nelore,
com trés repeticoes por animal. Apds o
descongelamento a 37°C/30 segundos, foram
analisadas as varidveis motilidade (%), concentracio
(x10%ml), morfologia (%) e IMP. Para a avaliagdo
da IMP, foram usados o teste hiposmético (HOS),
fluorescéncia (FLU) e eosina/nigrosina (EN), e
contadas 100 células/lamina. Os dados foram
submetidos a andlise de correlacio de Pearson.
Houve correlacio entre as técnicas de fluorescéncia
vs eosina/nigrosina (r = 0,74; p<0,0013),
fluorescéncia vs teste hiposmético (r = 0,71;
p<0,0029) e correlacdo de média intensidade entre
eosina/nigrosina vs teste hiposmético (r = 0,59;
p<0,0202). Houve correlagdo entre motilidade e
fluorescéncia (r = 0,70; p<0,0036); teste hiposmético
(r = 0,78; p<0,0006) e eosina/nigrosina (r = 0,52;
p<0,0436). Concluiu-se que os métodos
hiposmético, da fluorescéncia e eosina/nigrosina
foram eficazes para a avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica do espermatozéide congelado
de touro, e a escolha do mais indicado dependera da
disponibilidade de equipamentos de cada laboratério.

Palavras-chave: eosina/nigrosina, fluorocromos,
teste hiposmoético, sémen, touro

SUMMARY

It were established correlations among methods of
sperm plasmatic membrane evaluation, by
analyzing cryopreserved semen of five Nelore
bulls, within three replicates / bull. After thawing
at 37°C/30 seconds, there were assessed motility
(%), concentration (XIO(’), morphology (%) and
membrane integrity. To evaluate membrane
integrity, hypoosmotic test (HOS), fluorescence
(FLU) and eosin/nigrosin (EN) were used. Data
were submitted to Pearson’s correlation analysis.
According to the results, there was correlation
between fluorescence vs eosin/nigrosin (r = 0.74;
p<0.0013), fluorescence vs hypoosmotic test (r =
0.71;  p<0.0029) and eosin/nigrosin  vs
hypoosmotic test (r = 0.59; p<0.0202). There was
also correlation among motility and fluorescence
(r = 0.70; p<0.0036), hypoosmotic test (r = 0.78;
p<0.0006) and eosin/nigrosin (r = 0.52;
p<0.0436). We conclude that the three methods
were efficacious in evaluating plasmatic
membrane integrity of bovine frozen-thawed
spermatozoa, and each laboratory could make its
choice according to disposable equipments.

Keywords: bull, eosin/nigrosina, fluorochromes,
hypoosmotic test, semen

678



Rev. Bras. Saide Prod. An., v.10, n.3, p 678-684 jul/set, 2009

ISSN 1519 9940

INTRODUCAO

Os testes utilizados na rotina de andlise do
sémen congelado de touros consistem,
basicamente, na avaliacao da
concentragdo, morfologia e motilidade
espermaticas (CBRA, 1998), porém essas,
ndo sdo conclusivas em atestar a
fertilidade das doses de sémen. A andlise
de apenas uma varidvel, muitas vezes, nao
detecta uma associagdo com a fertilidade
e, dessa forma, a associacdo de testes
permite obter resultados mais confidveis
(LARSSON & RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2000; PEREZ et al., 1997).
Para Pintado et al. (2000), um dos
principais parametros a ser considerado na
avaliacdo da fertilidade do macho, ou na
andlise dos métodos de preservacao
espermatica, € o estudo da viabilidade do
espermatozdide. Testes para avaliar a
integridade da membrana plasmatica do
espermatozodide incluem a permeabilidade
a corantes e a andlise da funcdo
bioquimica, cujos resultados variam de
acordo com o método utilizado (BRITO et
al., 2003).

O teste hiposmotico foi desenvolvido para
avaliar a atividade bioquimica da
membrana plasmatica. Em condi¢des de
hiposmolaridade, as trocas de fluidos
realizadas pela membrana plasmadtica tém
continuidade até que o equilibrio osmético
seja atingido. Devido ao influxo de
liquido, a membrana plasmatica se
expande, e causa o aumento do volume da
célula, especialmente na regido da cauda, o
que provoca enrolamento (CORREA &
ZAVOS, 1994; ROTA et al., 2000).

Na técnica de fluorescéncia, é utilizada a
associagdo de dois fluorocromos. O iodeto
de propideo atravessa a membrana
plasmatica lesada, ligando-se ao DNA da
célula, e 0 diacetato de 6-
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carboxifluoresceina penetra através da
membrana integra e ¢é hidrolisado por
esterases ndo especificas, que produz
fluoresceina, a qual fica retida por mais
tempo dentro da célula (BRITO et al,
2003).

A eosina é um corante supra vital que, ao
penetrar na membrana plasmatica lesada,
liga-se aos 4cidos nucléicos, e confere uma
coloracdo rosa ao espermatozdide lesado
(BRITO et al., 2003; BRITO, 2007).
Buscou-se, no presente trabalho,
determinar as correlagdes entre métodos
de avaliacdo da integridade da membrana
plasmatica do espermatozdide bovino
criopreservado.  Para  tanto, foram
empregados o teste hiposmdtico, a
fluorescéncia e eosina/nigrosina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas doses de sémen
congelado provenientes de cinco touros da
raca Nelore, e realizou-se trés repeticdes
por touro, com doses da mesma partida. O
descongelamento das palhetas de 0,5 ml
foi feito por imersdo em 4gua a 37°C/30
segundos. As amostras foram submetidas
as seguintes técnicas laboratoriais: teste
hiposmético (HOS); fluorescéncia (FLU) e
eosina/nigrosina (EN). Foram analisadas
as varidveis pds-descongelacdo para
motilidade, concentracio e morfologia
espermdticas, além da integridade da
membrana plasmaética.

A avaliagdo da motilidade foi realizada
mediante a deposicio de uma gota de
s€men sobre lamina aquecida (35 a 37°C),
recoberta por laminula. O exame foi
efetuado em microscépio de contraste de
fase, nos aumentos de 100 e 400x, e os
valores de motilidade foram expressos em
percentagem.
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A analise da morfologia foi feita a partir
de aliquotas que foram fixadas em formol
salina, e montadas preparagoes umidas
para andlise em microscopia de contraste
de fase (1000x). Foram contadas 100
células por lamina e a frequéncia de
anormalidades de cabeca, peca
intermedidria e cauda, registradas como
percentagem do total de células avaliadas.
A concentragdo foi determinada por meio
da contagem de células em Camara de
Neubauer, ap6s dilui¢ao de 1:100 em 4gua,
e o ndmero de espermatozdides, expresso
por ml (x 10°).

Para a avaliagdo da integridade da
membrana plasmadtica, foram utilizados
trés métodos.

Aplicou-se o teste Hiposmético (HOS),
em que a solugcdo hiposmdtica constituiu-
se de citrato de sodio (7,35 g/l; Sigma-
Aldrich) e frutose (13,51 g/I; Sigma-
Aldrich), conforme técnica desenvolvida
por Correa & Zanos (1994), com
osmolaridade final ajustada para 110
mOsm/Kg.H,O. Apés a descongelacdo, o
s€émen foi lavado por centrifugacao,
durante 10 minutos, com 2000 ul de sp-
TALP, sem adi¢cdo de albumina sérica
bovina. Em tubete pldstico, aliquotas de
100 pl de sémen foram acrescidas de 500
ul da solucdo hiposmdtica pré-aquecida e
incubadas a 37°C/45 minutos. Apds a
incubacdo, 20 ul foram depositados sobre
lamina aquecida e, entdo, recobertos por
laminula. Foram contadas 100 células sob
microscopia de campo claro em aumento
de 1000x e feita uma correcdo pela
deducdo do numero de caudas enroladas,
encontradas na andlise da morfologia pds-
descongelacdo do total de caudas
enroladas p6s-teste hiposmotico.
Fluorescéncia (FLU): foi wusada a
associacdo dos fluorocromos iodeto de
propideo e diacetato de 6-
carboxifluoresceina (NUNES et al., 2008).
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A avaliacdo foi realizada no contetdo
entre lamina e laminula, em microscopio
de epifluorescéncia modelo Axioskop
(Carl Zeiss, Alemanha), com objetiva de
40x e campo visual de 20 mm. Para
leitura, foram usados conjuntos de filtros
de fluorescéncia 09 para excitacdo azul
nos comprimentos de onda de 450-490 nm
e, 15 para excitacdo verde H 546. Foram
contadas 100 células, classificadas como
integras — emissdo de fluorescéncia verde
e lesadas — nicleo fluorescendo em
vermelho.

Eosina/Nigrosina (EN): aliquotas de 10 ul
da solugdo corante foram adicionadas a 20
ul de sémen. Ap6s confeccdo do esfregaco
e sob imersdao em microscopia de campo
claro (1000x), os espermatozdides com
membrana plasmatica lesada apresentaram
o nicleo corado em rosa e foram
classificados como mortos. Células
coradas pela eosina apenas na regiao pos-
acrossomal foram igualmente consideradas
mortas. As células vivas, portanto, com
membrana plasmdtica integra, ndo se
coraram e sua visualizacdo foi possivel
pelo contraste dado pela nigrosina
(ZUCCARI et al., 2008; BRITO, 2007;
BRITO et al., 2003).

A existéncia de associacdo entre o0s
métodos de avaliacdo da integridade da
membrana plasmdtica e desses com a
motilidade foi estudada com emprego da
andlise de correlacdo de Pearson, mediante
o programa estatistico SAS (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o Colégio Brasileiro de
Reproduc¢do Animal (CBRA, 1998), para
s€émen congelado de touros, a motilidade
poés-descongelacdo deve ser superior a
30%, os defeitos maiores inferiores a 20%
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e os defeitos totais ndo superiores a 30%.
Neste trabalho, os percentuais médios
encontrados para motilidade (52,0 = 8,6),
defeitos maiores (5,5 + 4,7), menores (9,3
+ 6,3) e totais (15,8 + 5,5) atendem ao
preconizado pelo CBRA (1998) e estdo de
acordo com os registros encontrados por
outros pesquisadores para a espécie
(CORREA & ZAVOS, 1994;
TARTAGLIONE & RITTA, 2004).

Anchieta et al. (2005) relatam que o s€men
de touros de ragas taurinas apresentou
melhor recuperacdo da  motilidade
(p<0,05), do que o sémen de touros
zebuinos, apds o  processo  de
congelamento, com valores iguais a 41,5 +
7,7 e 38,0 £ 8,2%, respectivamente.

Neste experimento o numero de células
espermaticas moveis por dose foi o dobro
do minimo de 10x10° recomendado pelo
CBRA (1998), para sémen bovino
congelado. A concentracdo média das doses
de sémen foi de 77,3 23,8 x 10°/ ml.
Tanto a coloragdo pela eosina/nigrosina
como pelo diacetato de 6-
carboxifluoresceina + iodeto de propideo,
sdo indicadores de integridade da
membrana plasmadtica, enquanto o teste
hiposmético demonstra sua atividade
bioquimica (BRITO et al., 2003). Segundo
Tartaglione & Ritta (2004), se a membrana
estiver intacta, mas bioquimicamente
inativa, ndo ocorrerd fecundagdo, portanto,
o teste hiposmético pode ser considerado
mais acurado que a eosina/nigrosina.

Os percentuais médios de espermatozoides
com membrana plasmadtica integra foram
19,2 £9,9, 33,7+ 11,4 e 51,6 = 15,9, para
teste  hiposmético,  fluorescéncia e
eosina/nigrosina, respectivamente.
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Os resultados obtidos estdo de acordo com
Brito et al. (2003), com relac¢do a propor¢ao
de espermatozdides com membrana
plasmdtica intacta, superestimada pela
eosina/nigrosina em comparacio  aos
valores obtidos com o0s  corantes
fluorescentes. Os autores consideraram
como possivel explicagdo, para essa
diferenca entre métodos, o tempo de
exposicdo aos corantes, que variou de
poucos segundos para eosina/nigrosina a 10
- 30 minutos, no caso dos corantes
fluorescentes. No presente estudo, as
amostras foram expostas a eosina/nigrosina
por cerca de 30 segundos, conforme
preconizado por Barth & Oko (1989). Para
os corantes fluorescentes, a exposi¢do se
deu por um periodo maximo de 45 minutos.
Assim, a leitura das amostras deste trabalho
nao excedeu o tempo recomendado, e
obtiveram-se valores similares aos relatados
por Pintado et al. (2000), que encontraram
maior percentual de células lesadas
coradas pelo iodeto de propideo
(58,0 £ 4,4) do que pela eosina/nigrosina +
Giemsa (42,0 +3,9).

Quando submetidos ao choque
hiposmético, o percentual médio de
gametas com cauda enrolada (19,2 + 9,9)
foi inferior aos relatados na literatura para
s€émen bovino congelado, de 48 + 4,7
(CORREA & ZAVOS, 1994), 43,8 + 13,4
(ROTA et al, 2000), 588 =+ 26
(TARTAGLIONE & RITTA, 2004), 37,9
+ 7,9 (SIQUEIRA et al., 2007).

Foi observada correlagdo significativa
entre os métodos quanto ao numero de
células integras e desses com a motilidade
pos-descongelacao (Tabela 1).
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Tabela 1. Coeficientes de correlagdo (r) entre os métodos de avaliacdo da integridade da
membrana plasmética do espermatozdide criopreservado de touro e destes com a

motilidade espermética

Correlagdes r Probabilidade
Motilidade vs Hiposmético* 0,78 0,0006
Motilidade vs Fluorescéncia 0,70 0,0036
Motilidade vs Eosina/Nigrosina 0,52 0,0436
Fluorescéncia vs Eosina/Nigrosina 0,74 0,0013
Fluorescéncia vs Hiposmotico 0,71 0,0029
Eosina/Nigrosina vs Hiposmético 0,59 0,0202

"Hiposmético = solucio de citrato de sédio + frutose a 110 mOsm/Kg.H,O
" Fluorescéncia = diacetato de 6-carboxifluoresceina + iodeto de propideo

Dentre os atributos necessarios para a
fecundacdo, estd a motilidade e esta €
fundamental para que o espermatozodide
percorra o trato reprodutivo feminino até
sua ligacio com o ovdcito. Apesar de
significativas, as  correlagdes  entre
motilidade e fertilidade t€ém variado de 0,15
— 0,83 entre 0s estudos
(JANUSKAUSKAS et al, 2000;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005). No
entanto, motilidade e morfologia ainda
continuam como as caracteristicas seminais
mais usadas para estimar a fertilidade.

Os resultados do presente trabalho estdo
em concordancia com Brito et al. (2003),
que encontraram correlagdo entre o teste
hiposmético e eosina/nigrosina (r = 0,55;
p<0,01); hiposmético e fluorescéncia (r =
0,59; p<0,01); entre eosina/nigrosina e
fluorescéncia (r = 0,92; p<0,01).
Observou-se maior proporcdo de células
com membrana plasmdtica integra
submetidas a coloragao com
eosina/nigrosina, do que pela
fluorescéncia e teste  hiposmético
(p<0,0001). Da mesma forma, Perez et al.
(1997) obtiveram correlacdo  entre
fluorescéncia e teste  hiposmoético
(r = 0,53) e mencionaram que 0s maiores
coeficientes  foram  obtidos  entre

fluorescéncia e qualquer outro parametro,
de maneira semelhante ao observado no
presente estudo, em que houve altas
correlacdes entre essa técnica e as demais.
Também  foi  detectada  correlacdo
significativa entre espermatozdides com
membrana integra mediante a
eosina/nigrosina e teste hiposmoético (r =
0,81), em trabalho realizado por Correa &
Zavos (1994), em que essa foi superior a
encontrada no presente trabalho (r = 0,59).
Igualmente significativa foi a correlagao
relatada por Correa et al. (1997), entre
fertilidade a campo e espermatozéide
reativos ao teste hiposmético. Seus
resultados indicaram que touros de alta e
baixa fertilidade apresentaram correlacio
com o hiposmético (r = 0,57; p<0,01), cujo
nimero médio de espermatozéides
com cauda enrolada foi significativamente
maior (p<0,05) nos touros de alta
fertilidade (41,9 + 7,3) em relacdo aos de
baixa (31,7 £9,9).

No que se refere a correlacdo entre
motilidade e integridade da membrana
plasmatica, pelas diferentes técnicas
usadas, os resultados registrados neste
estudo sdo similares aos de Perez et al.
(1997), que obtiveram correlagdes entre
fluorescéncia vs motilidade (r = 0,54) e
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teste hiposmético vs motilidade (r = 0,43),
ao comparar técnicas para avaliacdo da
qualidade espermatica. Correa & Zavos
(1994), da mesma forma, encontraram
correlacdo entre motilidade e teste
hiposmético (r = 0,73).

Os resultados obtidos no presente estudo
demonstram a correlacdo significativa
existente entre as técnicas utilizadas, bem
como entre as técnicas e a motilidade pds-
descongelacdo, o que indica a
aplicabilidade das mesmas nas andlises
laboratoriais de rotina do s€émen congelado
de touros.

Conclui-se que os métodos hiposmético, da
fluorescéncia e eosina/nigrosina foram
eficazes para a avaliacdo da integridade da
membrana plasmatica do espermatozdide
criopreservado de touros e que a escolha do
mais indicado dependerd da disponibilidade
de equipamentos de cada laboratodrio.
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