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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os protocolos de capacitacdo espemiiocom 100 mg/ml de heparina e 5 mM de

calcio iondforo e correlacionar a capacitacéo com a fertilidadeo. A capacitacdo espermatica foi avaliada pela coloragéo

com iodeto de propidio e diacetato de carboxifluoresceina e pela coloracéo tripla com vermelho congo, vermelho neutro e
giemsa. Os espermatozoides foram avaliados quanto a viabilidade (vivos ou mortos) e a qualidade do acrossomo (lesados ou
integros), sendo caracterizados como capacitados (vivos e lesados), ndo capacitados (vivos e integros) e mortos (lesados ou
integros). A heparina apresentou 64,54% e 39,16% e o calcio iondforo 36,41% e 18,11% de espermatozoéides capacitados,
respectivamente, pela epifluorescéncia e coloragao tripla. Os touros foram divididos em trés grupos de fertilidade, sendo o
Grupo A <63%, o Grupo B entre 63 e 68% e 0 Grupo C >68%. Nos trés grupos houve diferenca significativa (p<0,01) em
relagdo aos espermatozéides capacitados dos tratamentos com heparina e célcio ionoforo, tanto na epifluorescéncia quanto
na coloragao tripla. Nao houve diferenca estatistica significativa (p>0,01) para os espermatozdides capacitados, nfo capacitado
e mortos entre os grupos A, B e C, tanto na epifluorescéncia quanto na coloracéo tripla para ambos capacitores (heparina e
calcio ionoforo). Nao houve correlagdo entre os espermatozoides capanitéttose a taxa de fertilidade a campo. A

heparina apresentou melhor taxa de espermatozoides capacitados e a epifluorescéncia mostrou-se mais eficiente na deteccéo
da capacitagdo espermatica (p<0,01).

PALAVRAS-CHAVE: Capacitacédo espermatica. Heparina. Calcio ionéforo. Coloragfes

INTRODUCAO espermatozoides precisam sofrer reagao acrossdmica (distarbio
na membrana plasmética), ou seja, precisam estar previamente
s espermatozoides de mamiferos ndo possueapacitados para poderem responder ao estimulo da membrana
habilidade para fecundar os od6citopellcida que desencadeara o processo de reacéo acrossdémica.
imediatamente ap0s a ejaculagdo, mesmo estaridara que ocorra esta alteracdo da membrana plasmatica
moveis e com aparente morfologia normal. No processovitro, adicionam-se agentes capacitores como a heparina e o
vivo, 0s espermatozdides alcancam esta capacidaccio ionéford®
fecundante no trato genital feminino. A capacidade de Para AX e LENZ, touros com alto indice de
adquirir competéncia fecundante foi denominada dertilidade tém maior taxa de reac@o acrossdmica em resposta
capacitacdo espermatiéa as substancias semelhantes a heparina, pois 0s seus
A capacitac@o € um processo que envolve multipl@spermatozdides possuem maior afinidade aos
etapas, ainda ndo bem compreendidas, e mudanggsosaminoglicanos (GAGS) em comparacao aos touros com
bioguimicas e estruturais da membrana plasmatica duemixa fertilidade. Os autores concluiram que os GAGs podem
espermatozoides. Estas mudancas afetam a estruturaseraisados pelos pesquisadores como métodos de observagao
permeabilidade da membrana espermética. Este processodstilteracfes estruturais dos espermatozoides e pelas centrais
relacionado com mudanc¢as na concentracao i6nidainseminacao artificial como testes para estimar a fertilidade
intracelular, na fluidez da membrana plasmatica, nae touros.
metabolismo e na motilidade dos espermatozides YANG et al? compararam a capacitacédo
Para que ocorra a fecundacdo dos odcitos, espermatica induzida pelo Ca A-23187 e pela heparina em
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meios de maturagdo com ou sem hormonios, concluindo gagortante estabelecer a relagéo entre a rea¢éo acrossdmica
os trés tratamentos foram eficientes, mas o célcio ionofarovitro dos espermatozoéides congelados e a fertilidade de
apresentou maiores taxas de fecundacdo e thairos, pois a maioria dos trabalhos utiliza sémen fresco.
desenvolvimento embrionario. Os graus de fertilidade podem ser estabelecidos de acordo
PARRISHet al* observaram que a heparina induxzom a taxa de reacdo acrossémica induzida pelos
a capacitacéo espermética, sendo sua acao notada no igbmosaminoglicanos. A possibilidade de predizer a
do processo de incubacéo, mas segundo os autores devéeséitidade de espermatozdides congelados permite a
no minimo de 4 horas. investigacdo retrospectiva das causas de baixa fertilidade
Diferentes métodos séo utilizados para verificar am touros. Ainda, a indu¢éo da capacitaga4tro propicia
integridade do acrossomo, conforme estudo realizado pavaliagédo de touros jovens destinados ao teste de progénie,
KOVACS e FOOTE no qual aprimoraram a técnica dedescartando os animais que apresentam baixa taxa de
coloracdo de Giemsa para visualizar alteracdes mapacitacdo espermatica.
acrossomo apos o processo de reacao acrossdmica. As Os objetivos deste estudo foram:
modificagdes apresentadas pelos autores permitiram 1) comparar a eficiéncia da heparina e do calcio
distinguir 10 classes de espermatozéides (vivos comndforo na capacitacdo espermaiicaitro.
acrossomo intacto; danificado; solto; sem acrossomo; sem  2) comparar a coloragdo com iodeto de propidio (IP)
acrossomo e com anel pés-acrossomal ou mortos comeadiacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e a coloracao
mesmas alteracdes acrossémicas). tripla com vermelho congo, vermelho neutro e giemsa para
Inimeras sondas fluorescentes estao sendo utilizadiztectar a integridade do acrossomo e a viabilidade dos
para conseguir informacdes sobre as fungfes celulares dsgermatozoides.
espermatozéides, as quais podem estar relacionadas com a 3) correlacionar as taxas de capacitacdo espermatica
fertilidade. Ainda podem ser usadas combinac¢des ddale fertilidade a campo.
diversas sondas fluorescentes para avaliar diferentes

caracteristicas funcionais, aumentando a probabilidade MATERIAL E METODO
destas caracteristicas refletirem a capacidade fecundante
dos espermatozdides. Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma. No

GARNER et al® informam que a combinacao doentanto, os produtos que possuem mais de uma apresentacéo
iodeto de propidio com diacetato de carboxifluoresceim@m seus cédigos descritos a seguir: “Heparin” - H-3149;
resultou em coloragéo que determina o aspecto funcional dgutral Red” - N-2880; “Trypan Blue” - T-5526; “Calcium
espermatozoides devido as suas caracteristicas moleculdmmphore” - C-7522; “5-Carboxyfluorescein diacetate” - C-
Adaptacgbes as técnicas de coloragdo foram propostas 4816; “Sodium Chloride” - S-9625; DMSO - D-5879; “Sodium
HARRISON e VICKERS com sondas fluorescentes,Citrate” - S-4641; “Potassium Chloride” - P-4504;
facilitando a visualizacdo dos espermatozoéides etMagnesium Chloride” - M-0250; “Sodium Phosfate
microscopio de epifluorescéncia. A adi¢cdo de concentrag@dsnobasic’ S-0751; “Sodium Bicarbonate” - S-8875;
baixas de formaldeido (1,7mM) para imobilizagdo do%Calcium Chloride” - C-7902; “Phenol Red” - P-4633; “DL-
espermatozoides, durante a avaliagdo, permitiu a visualizat@etic Acid” - L-7900; “Albumin, Bovine” - A-6003;
em microscopio de epifluorescéncia, até entdo possiV@entamicin Sulfate” - G-1264; “Pyruvic Acid” - P-2256;
somente pela citometria de fluxo, aumentando “®IEPES” - H-0891 e “Giemsa Stain, modified” - GS-500.
aplicabilidade da técnica. WHITFIELD e PARKINSGN Ap0s a descongelagéo (37°C por 30 segundos) e a
investigando a correlacéo entre a fertilidade de touros a cangpaliacéo da motilidade e do vigor, o sémen foi submetido
e testes vitro de inducgado da reagdo acrossdmica, concluiraincentrifugacao (centrifuga Labofuge 300 Heraeus) de 600
gue o uso de sondas fluorescentes de iodeto de propidg gor 30 minutos em gradiente Percoll (45% e 90 %). O
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA/IP) poderia ssedimento foi lavado uma vez em meio Sperm-*fap
utilizado na avaliagcdo da reagao acrossdmica. Tal conclus@mtrifugado a 200 g por 5 minutos para retirada do Percoll.
foi possivel comparando os resultados da coloragdo CFDA/  Deste segundo sedimentarl 5oram colocados em
IP com a microscopia de contradéainterferéncidiferencial  250m de meio FIP para avaliagdo da motilidade rd 8m
(DIC). Esse método de coloragdo, empregando sondZsin de Agua para determinacgéo da concentracdo espermatica.
fluorescentes (iodeto de propidio e diacetato deara cada tratamento foram colocados, em média,®3X10
carboxifluoresceina), tem sido amplamente utilizado respermatozéides moéveis em 1 ml do meio FIV, adicionando-
avaliacdo da integridade do acrossomo apds a criopreservagiaespectivamente, 169 de heparina ou BM de célcio
de espermatozoides em diferentes espécies (€4unoiondforc®.
ovinat). O sémen com heparina foi mantido em estufa

De acordo com WHITFIELD e PARKINSORN é (Revco) a 39°C e 5% de G@urante 6 horas. Em seguida,
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foi lavado em meio FIV (1:2 v/v), centrifugado a 200 g por Beparina e célcio ionéforo, no eixo das ordenadas. Procedeu-
minutos e destinado as coloragbes. O sémen com cals®ao ajuste da reta pelo método dos quadrados minimos
ionéforo foi mantido a temperatura ambiente (22 - 25°Qara as incertezas diferentes e o calculo do coeficiente de
durante 1 minuto. Em seguida, foi lavado em meio Fl¥¢orrelacéo (R.
(1:2 viv), centrifugado a 200 g por 5 minutos e destinado Para cada amostra analisada ha uma proporgao e uma
as coloragoes. incerteza. Calculou-se a média das 10 amostras analisadas e

Para cada tratamento (heparina e calcio ionéforpyopagou-se as incertezas para o valor médio. Para cada
foram utilizadas a coloragédo com iodeto de propidio (IP)agente capacitor e método de coloracéo ha uma equacéo de
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) descrita paeta (y = ax + b) onde @ é o coeficiente angular;mé o
HARRISON e VICKERS e modificada por ZUCCARle intercepto; oy é a propor¢do média de espermatozoéides
a coloragéo tripla com vermelho congo, vermelho neutrocapacitados e » é a taxa fertilidade.
giemsa descrita por KOVACS e FOOTE

As coloragdes com IP e CFDA foram realizadas com RESULTADOS
10m do sémen capacitado com heparina ou célcio ion6foro
e 40ni da solucéo corante, aguardando-se 8 minutos. As ~ Comparando-se os métodos de coloragdo, a técnica
laminas foram confeccionadas comiSla solucéo corante/ de epifluorescéncia com iodeto de propidio e diacetato de
sémen e cobertas com laminula, e o excedente retirado cearboxifluoresceina (IP/CFDA) mostrou-se mais eficiente
lenco de papel, sendo imediatamente avaliados (&<0,01) na detec¢do dos espermatozoides capacitados,
espermatozdides em Microscopio de Epifluorescéncifuando comparada a técnica de coloragao tripla com
(ZEISS) com filtro 510-560 excitacGes. Foram analisadaermelho congo, vermelho neutro e giemsa, tanto no
200 células por amostra/tratamento/touro, avaliando-sdratamento com heparina (64,54 e 39,16%) quanto no
viabilidade dos espermatozdides (vivos ou mortos) eteatamento com calcio ionéforo (36,41 e 18,11%). A
qualidade do acrossomo (lesado ou integro). coloragdo tripla apresentou taxa (p<0,01) de

A coloracéo tripla foi realizada em lamina comi5 espermatozoéides ndo capacitados significativa no
de sémen capacitado com heparina ou calcio ionéforo édratamento com heparina (48,27 e 29,00%) e ndo
m de vermelho congo, sendo misturadas as solucesignificativa no tratamento com calcio ionoforo (76,39 e
confeccionado, imediatamente, o esfregaco. As 1amina8,38%) em comparacéo a coloracéo IP/CFDA. N&o houve
foram secas ao ar e devidamente identificadas quantoditerenca significativa na deteccdo de espermatozoides
tratamento (heparina ou célcio ion6foro), data e nome d¢iaortos entre as coloragdes IP/CFDA e tripla (Tab. 1), tanto
touro. Posteriormente, foram fixadas em solucdo d® heparina (6,46 e 12,57%, p=0,75) quanto no calcio
formaldeido 40%, acido cloridrico (1 N) e vermelho neutronoforo (5,21 e 5,50%, p=0,15).
por 5 minutos e, finalmente, incubadas em giemsa a 7,5%  Houve diferenca significativa (p<0,01) entre a
por 4 horas a 40°C. As laminas foram secas ao amheparina e o calcio ionoforo em relagéo aos espermatozoéides
observadas em Microscopio de Contraste de Fase (Olymgagacitados, tanto na coloragéo IP/CFDA (64,54 e 36,41%)
CH 30/BH-PC) sob imers&o. Foram analisadas 200 célulgsianto na coloragéo tripla (39,16 e 18,11%). O calcio
por amostra/tratamento/touro, avaliando-se a viabilidaden6foro mostrou significativa taxa (p<0,01) de
dos espermatozoides (vivos ou mortos) e a qualidade egpermatozoides ndo capacitados em relagdo a heparina,
acrossomo (lesado ou integro). tanto na coloracgdo IP/CFDA (58,38 e 29,00%) quanto na
coloracéo tripla (76,39 e 48,27%). Nao houve diferenca
significativa (p>0,01) entre a heparina e o calcio ionoforo

Para analisar os resultados da capacitac&®m relacdo aos espermatozdides mortos (Tab. 1), tanto na
esperméatica com heparina e célcio ionéforo e os métodusioragcéo IP/CFDA (6,46 e 5,21%, p=0,75) quanto na
de coloracdo com iodeto de propidio/diacetato deploracéo tripla (12,57 e 5,50%, p=0,08).
carboxifluoresceina (IP/CFDA) e de coloracéo tripla com Para avaliar se o numero de espermatozéides
vermelho congo, vermelho neutro e giemsa foi utilizado @apacitados, néo capacitados e mortos nos tratamentos com
teste do Qui-quadrado?{ccom nivel de significAncia de heparina e célcio ion6foro estaria relacionado com a taxa
0,01. de fertilidade, os touros foram divididos em 3 grupos. No

Para avaliar a relacdo entre a capacita¢cgyupo A foram colocados os touros com fertilidade inferior
espermatican vitro e a fertilidade a campo, foram utilizadasa 63%, no grupo B entre 63% e 68% e no grupo C, superior
as analises de correlagédo e de regressdo. Realizowa%8%.
diagramas de dispersao nos quais estdo representados ataxa Para cada grupo realizou-se andlise estatisfiza (c
de fertilidade de cada touro, no eixo das abcissas e@mparando 0s agentes capacitores e os métodos de
propor¢cdo média de espermatozoides capacitados coatoracédo. Para verificar se houve diferenga entre os grupos

Andlise Estatistica
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Tabela 1

Média de espermatozoides capacitados, ndo capacitados e mortos nos tratamentos com heparina e célcio ionoforo, apéls avaliacéo p
epifluorescéncia IP/CFDA e coloracéo tripla, Sdo Paulo - 1999

Espermatozoides Capacitores IP/CFDA (%) Coloracéo Tripla (%)

Capacitados Heparina 64354 39,16®
Calcio 36,4%° 18,17P

N&o capacitados Heparina 2900 48,27FF
Célcio 58,38° 76,39°

Mortos Heparina 6,46 12,57
Célcio 5,2F¢ 5,50el

abcdq etras diferentes sobrescritas dentro de cada categoria de espermatozéides na mesma coluna diferem significativamente (p<0,01)
ABCDEFRGHH etras diferentes sobrescritas entre colunas da mesma linha diferem significativamente (p<0,01)

Tabela 2

Média de espermatozéides capacitados, ndo capacitados e mortos nos tratamentos com heparina e calcio ionéforo, apéia avaliagcao p
epifluorescéncia IP/CFDA, S&o Paulo - 1999

Grupos de Touros Espermatozoéides Capacitores
Heparina (%) Célcio iondéforo (%)

A Capacitados 61,48 34,68
Nao capacitados 31,50¢ 59,9pP

Mortos 7,02¢ 5,48%

B Capacitados 64,19 36,37¢
N&o capacitados 29,54 58,57

Mortos 6,27 5,067

C Capacitados 68,88 38,34+
Nao capacitados 24,87 56,28V

Mortos 6,45° 5,41°

abel etras diferentes sobrescritas dentro de cada categoria de espermatozdides na mesma coluna diferem significativamente (p<0,01)
ABCDEFRGHIIKLMNG etras sobrescritas diferentes entre colunas da mesma linha diferem significativamente (p<0,01)

Tabela 3

Média de espermatozéides capacitados, ndo capacitados e mortos nos tratamentos com heparina e calcio ionéforo, apéia avaliagcao p
coloracéo tripla, Sdo Paulo - 1999

Grupos de Touros Espermatozdides Capacitores
Heparina (%) Célcio ionoforo (%)

A Capacitados 33,54 16,745
Nao capacitados 52,56°¢ 77,7FP

Mortos 13,9¢F 5,658¢

B Capacitados 38,883 17,93¢
N&o capacitados 48,36 76,60

Mortos 12,6¥% 5,47

C Capacitados 45,78 20,02+
Nao capacitados 43192 74,4°PN

Mortos 11,1° 5,510°

abc| etras diferentes sobrescritas dentro de cada categoria de espermatozéides na mesma coluna diferem significativamente (p<0,01)
ABCDEFRGHIJKLMNO| etras diferentes sobrescritas entre colunas da mesma linha diferem significativamente (p<0,01)
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) Figura 1,_ _ y Figura 2
Coloracéo IP/CFDA. EspermatozoideS: (A) capacitado; (B) néoloracao tripla. Espermatozdides: (A) apacitado; (B) integro;

capacitado; (C) morto. Microscopio DE EpifluorescENCIA,(c) morto. Microscépio de contraste de fase, aumento de 1000X
aumento DE 400X.
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Figura 1 Figura 2

Correlacdo entre a taxa de fertilidade e a propor¢cdo média @errelacdo entre a taxa de fertilidade e a propor¢do média de
espermatozoéides capacitados nos tratamentos com heparina (fepermatozéides capacitados nos tratamentos com heparina (he)
calcio ionoforo (ca), apds avaliagcdo pela coloragcdo IP/CFDA, Saéocalcio iondforo (ca), apds avaliagdo pela coloracao tripla, S&o
Paulo — 1999 Paulo- 1999

de touros A, B e C, comparou-se 0s numeros deimeros de espermatozéides capacitados com as taxas de
espermatozdides capacitados, ndo capacitados e mortosfadsidade dos touros a campo (Fig. 1 e 2).
tratamentos com heparina e célcio iono6foro e avaliados A variacéo das taxas de fertilidade dos touros explica
pela epifluorescéncia e pela coloracéo tripla (Tab. 2 e 39,94% e 21,10%Hig. 1) davariacdo da proporcdo média de

Na coloracéo de epifluorescéncia com (IP/CFDA néespermatozoéides capacitados, respectivamente, pela heparina
houve diferenca significativa entre os grupos de touros Aee calcio ionéforo e corados pelo IP/CFDA e 18,64% e 9,00%
B; Ae C; Be C, emrelacdo aos espermatozoéid€Big. 2)quando capacitados, respectivamente, pela heparina e
capacitados, ndo capacitados e mortos (Fig.1), tanto maealcio ion6foro e corados pela coloracéo tripla.
heparina quanto no célcio ionéforo (Tab. 2).

Na coloracéo tripla ndo houve diferenca significativa
entre os grupos de touros Ae B; Ae C; B e C, em relagdo aos

espermatozéides capacitados, ndo capacitados e mortos (Fig.  yma das metas da indistria da inseminagéo artificial
2), tanto na heparina quanto no calcio iontforo (Tab. 3). tem sido o encontro de um método simples e eficaz para

ApOs as analisem vitro, correlacionaram-se 0S preizer a fertilidade dos espermatozéides bovinos. Diferentes
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grupos de pesquisadorés’ tém desenvolvido métodos dePARKINSON utilizaram 1M de célcio ionéforo e tempo
coloracdo para encontrar respostas quanto a viabilidade @dedncubacéo de 1 hora para a capacitacdo de espermatozéides.
gualidade dos espermatozoides. As técnicas sdo escolhidasekte trabalho, o tempo de incubagao do célcio ionoforo foi
acordo com a facilidade e a simplicidade de preparo, eficiénae, 1 minuto e a concentragdo déVj pois em ensaios prévios
sensibilidade e custo do método. Neste trabalho, escolheu-adaxa de capacitacdo espermatica apresentava-se baixa com a
técnica de epifluorescéncia por apresentar boa visualizaghmcentracéo de OriV.
dos espermatozdides, capacitados ou ndo (Fig. 2), e ser rapida A dose de heparina neste experimento foi dentd0
e de facil preparo, utilizando as categorias classificadas pol; pois YANGet al? relatam maiores taxas de fecundacgao
HARRISON e VICKERS para os diferentes tipos dee de desenvolvimento embrionario nesta concentragdo em
espermatozoides porém relacionando-as a capacitagdmparacéo a Ifig/ml. FUKUI et al® avaliaram a heparina
espermética. A primeira categoria (espermatozoides verdas diferentes doses e tempos de incubacéo, verificando que
em toda sua extenséo) foi atribuida aos espermatozoides ndiove aumento da taxa de fecundag&o nas concentracdes de
capacitados (FIG. 1B). A segunda categoria (espermatoz6i@8s 50 e 100g/ml e diminui¢édo a 206g/ml.
com cabeca vermelha e com peca intermediaria e cauda verdes) De acordo com PARRISEt al®, a heparina provou
foi atribuida aos espermatozéides capacitados (FIG. 1A).s&r o glicosaminoglicano mais potente para capacitar
terceira categoria (espermatozéides com acrossomo, caudspermatozoides bovinos. Mencionam que a taxa de
peca intermediaria verdes e regido posterior da cabdeaundacéo e a reacdo acrossémica sdo dependentes do tempo
vermelha) foi atribuida aos espermatozoéides mortos (FIG.1@g exposicdo dos espermatozoéides a heparina. Comentam que,
A quarta categoria (espermatozoéides inteiramente vermelhapps 2 horas de incubacéo, ocorre saturacéo das ligacbes da
nao foi encontrada neste trabalho. heparina com os espermatozdides, ndo devendo haver aumento
Para ter informacdo mais precisa sobre o procesdataxa de fecundag&o em maior tempo de incubacgéo. Contudo
de capacita¢do, duas laminas por amostra/touro forado € isso que acontece, pois tratamentos com 4 e 6 horas
avaliadas, sendo observados 200 espermatozoéides em cadstraram aumento da taxa de fecundagéo, provavelmente
lamina. As laminas do tratamento com heparinalevido a acdo direta da heparina sobre os espermatdZdides
apresentaram, muitas vezes, numero reduzido 8BLLER e HUNTER? relatam que n&o houve diferenca da
espermatozdides, dificultando a contagem, apesar do dequéncia de reagdo acrossémica entre 4,5 horas e 8 horas de
numero de espermatozdides por teste (3X10 incubacédo dos espermatozéides com a heparina.
Possivelmente, devido ao tempo de incubacdo, estes  No presente estudo, realizaram-se testes experimentais
espermatozdides podem ter se fixado a parede do tylmya comparar os tempos de incubacéo de 4, 6 e 9 horas,
“eppendorf”, pois a alteragdo da membrana faz com queamstatando que o periodo de 6 horas apresentou os melhores
espermatozéides tenham maior facilidade de aderéncia nesultados, sendo adotado neste experimento.
superficies lisas, conforme relatado por PARRES I 2>, Notou-se neste trabalho variacdo entre os touros e
Utilizou-se a colorac&o tripla descrita por KOVACS eentre as amostras de sémen quanto ao nGmero de
FOOTE, os quais desenvolveram esta técnica para diferenaaspermatozoéides capacitados, ndo capacitados e mortos. No
a reagdo acrossdmica verdadeira da fdlsabtendo melhor entanto, entre os grupos de touros A, B e C ndo houve
interpretacdo da qualidade e da viabilidade dadiferenca quanto ataxa de espermatozoides capacitados, ndo
espermatozoides (vivos ou mortos). Neste trabalho notouesgacitados e mortos, observacgao esta também verificada por
gue, apesar de simples, esta coloracdo necessita de adeqBaiZMSUDDIN e LARSSON®,
preparo do material, como lavagem rigorosa das laminas, uma O grande objetivo das pesquisas que envolvem a
vez que qualquer residuo que permaneca sera corackpacitacdo espermatica esta em predizetitro o que
dificultando a visualizacéo dos espermatozoéides. Aindscontecen vivo,apés a inseminacao artificial. Para tanto, ha
observou grande imprecisédo do método quando se analismeeaessidade de conhecer os indices de fertilidade dos touros a
integridade do acrossomo, embora a técnica seja Util paeempo e compara-los com os resultados dos testit®. As
avaliar a viabilidade dos espermatozéides (vivos ou mortogentrais de inseminacdo submetem o sémen dos touros a
Neste estudo, o célcio ion6foro mostrou-se inferior einimeras avaliagbas vitro e, posteriormente, empregam
relacdo a heparina como agente capacitor (Tab. 1 a 3), o gamo testeén vivo a inseminacgéo artificial ou a cobertura
contradiz, de certa forma, os resultados de YAN&?°, que natural. Geralmente, os touros permanecem por 60 dias com
mostraram que o célcio iondforo e a heparina séo bons ageatesacas (estagdo de monta) e, apos 50 a 90 dias da retirada
capacitores, embora o célcio tenha conferido taxas des touros, as vacas sdo avaliadas para diagndstico de gestacao.
fecundacdo e de desenvolvimento embrionério mais altéspartir deste resultado tem-se a taxa de ndo retorno do cio,
Provavelmente esta diferenca esta relacionada ao tempmdeseja, o numero de vacas que, no periodo de 60 dias, foi
incubacdo dos espermatozdides com a heparina empregadgandada. Este resultado so é valido quando se tem elevado
por YANG et al® que foi de 15 minutos e neste trabalho de Bimero de inseminagGes ou de coberturas, obtendo-se, com
horas. Os autores utilizaram @ de calcio ionéforo e tempo isso, indice real da fertilidade dos touros.
de incubacdo de 1 minuto, enquanto WHITFIELD e MARKS e AX®, utilizando touros holandeses que
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tinham indices de nao retorno do cio entre 59 e 90 diagepetidas avaliacbes antes de predizer a fertilidade dos touros
no minimo, 2.000 servigos por animal, concluiram que elos testem vitro.
ligacdo da heparina marcada aos espermatozéides esta No presente estudo, houve baixa correlagdo entre as
relacionada com os indices de néo retorno do cio, podertdras de espermatozoéides capacitados e a fertilidade dos touros
ser um teste para predizer a fertilidade de touros. Portaateampo, o que contradiz inimeros trabalhés® @ Esta
o acompanhamentim vitro do processo de capacitacddaxa de fertilidade foi fornecida pela central de inseminacgéo
espermética com glicosaminoglicanos pode esclareceratficial, sendo oriunda de inseminacdes realizadas em
alteracdes espermaticas que, normalmente, ocorrem durdagendas, sem o controle da central que s6 conhece a qualidade
a capacitacam vivo. do sémen, nada podendo informar quanto a eficiéncia do
BLOTTNER et aP correlacionaram a motilidade einseminador, a qualidade das vacas, 0 manejo das propriedades
os demais parametros morfoldgicos dos espermatozoéides amrincipalmente, o baixo nimero de inseminagdes por touro.
a fertilidade (indice de néo retorno do cio), verificando baib@aseado nestas informagfes, pode-se afirmar que a nao
correlacéo. A inducéo da reacéo acrossdmica, apos o processsténcia de correlacdo entre as taxas de espermatozoides
de capacitacao espermatica pela heparinag/tl), mostrou capacitados vitro e os indices de fertilidade a campo deve-
correlagdo alta com os indices de ndo retorno do cio. Ainda, ao fato destes indices ndo espelharem a realidade. Para
relatam que a competéncia funcional dos espermatozéideétornar esta influéncia, as reais taxas de fertilidade devem
fundamental no processo de fecundagdo. Por esta razdcsayscalculadas com grande nimero de inseminagfes, o que
ensaios bioldgicos devem abranger os processos dmsmanda muito tempo ou, entéo, realizar experimentos com
capacitacao, reacdo acrossdmica e fusdwitro dos touros que tenham indices de fertilidade confiaveis, o que as
espermatozéides com os odcitos. Os autores consideram cgretrais ndo conseguem controlar no Brasil.
o coeficiente de correlagcdo nao foi satisfatério, mas,

provavelmente, com o aumento do nimero de ejaculados, de CONCLUSOES
inseminacdes e de odcitos fecundadogtro podera haver
correlagdo. MARQUANT-LE GUIENNEt al®afirmaram Nas condictes em que este trabalho foi realizado pode-

que, para conseguir os indices de néo retorno do cio, $ei concluir que:

necessario computar os resultados de 2 anos consecutivos de 1) A heparina mostrou ser melhor do que o célcio

inseminacao artificial, variando de 802 até 88.008 por animanoforo como agente capacifarvitro.

para encontrar efeito do touro. WHITFIELD e 2) A coloracdo com iodeto de propidio e diacetato de

PARKINSON?® observaram que existe correlacdo entre @rboxifluoresceina mostrou-se melhor do que a coloracéo
inducgdoin vitro da reacéo acrossdmica pela heparina (Xfipla, pois apresentou maior eficiéncia na detec¢édo de
ng/ml) com a taxa de nado retorno do cio apés 90 dias dspermatozoéides capacitados.

inseminacao artificial. Segundo os autores, as amostras de  3) Nao houve correlacdo positiva entre as taxas de
sémen estdo sujeitas a variagfes e, por isso, deve-se fagpermatozoides capacitadositro e de fertilidade a campo.

SUMMARY

The aim of this particular study was to t&sWitro sperm capacitation protocols, using heparin fg0@l) and calcium

ionophore (&M). Propidium iodide and carboxifluorescein diacetate (IP/CFDA) in a fluorescence microscope as well as
triple stain (congo red, neutral red and Giemsa) in Phase contrast microscope were used as staining. The spermatozoa were
classified according to its viability (alive or dead) and acrossome integrity (damaged or intact). They were considered as
follows: capacitated (alive and damaged); non capacitated (alive and not damaged) and dead (damaged or intact). The
heparin group showed a ratio of 64.54% and 39.16% of capacitated spermatozoa in IP/CFDA and triple stain, respectively.
In the calcium group, 36.41% and 18.11% of spermatozoa were capacitated in IP/CFDA and triple stain, respectively. Bulls
were divided into 3 groups according to their fertility rates as follows: Group A < 63%, Group B from 63 to 68% and Group

C > 68%. For all three groups there was significant differences (p<0.01), regarding capacitated spermatozoa with heparin
and calcium ionophore in both stains IP/CFDA and triple stain. On the other hand, there was no significant differences
(p>0.01), when observed capacitated, non capacitated and dead spermatozoa among groups A and B; A and C; B and C,
using heparin and calcium ionophore in both stains. No correlation was seen between capacitation and fertility rates. Therefore
heparin treatment showed better sperm capacitation rates than calcium ionophore. The IP/CFDA technique showed itself as
being a better method to evaluate sperm capacitation than the triple stain (p<0.01).

PALAVRAS-CHAVE: Sperm capacitation. Heparin. Calcium ionophore. Staining methods.
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