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Avaliacao da capacitacao espermatica in vitro pela viabilidade e
reacao acrossémica*

Evaluation of in vitro sperm capacitation through viability and acrosome
reaction

Wanderley Ferreira de Sa,**,*** Lopes, C.F.;** Luis Sérgio Almeida Camargo,”” Ademir de Moraes Ferreira,**
Alessandra de Almeida Vianna** Joao Henrique M. Viana,** Luiz Altamiro Garcia Nogueira,**

Resumo

Avaliou-se a capacitagao espermatica in vitro de touros por meio da viabilidade espermatica e indugao da reagao acrossémica.
Utilizou-se sémen congelado de touros da raga Gir, que apés descongelado foi incubado in vitro com 0 ou 10 ug/ml de heparina
por quatro horas, para a capacitagédo, adicionando-se em seguida lisofosfatidilcolina por 15 minutos, para indugao da reagao
-acrossdmica. Foram feitas |aminas para analise da viabilidade espermética (coradas com ‘eosina/nigrosina) e reagao
acrossémica (coradas com naftol amarelo), antes e apés o periodo de incubagao. O tratamento com heparina proporcionou
maior taxa de espermatozéides com reagdo acrossdmica (P<0,05), sem afetar a viabilidade espermatica. Observou-se dife-
renca entre touros quanto a viabilidade espermatica e reacao acrossdmica antes e apds a incubagao com heparina +
lisofosfatidilcolina (P<0,05). O touro com maior reagao acrossdmica apresentou menor viabilidade espermatica. Conclui-se,
pelos resultados, que 0 sémen antes de ser usado na fecundagéo in vitro, ou mesmo na monta natural ou inseminagéo, deva
ter avaliada a capacitagdo espermatica in vitro por meio da anélise da taxa de viabilidade espermatica e da taxa de reagdo
acrossdmica, por ambas apresentarem diferencas entre individuos.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the “in vitro” sperm capacitation of bulls through the sperm viability and acrosome reaction.
Semen of Gir bulls was incubated at 0 and 10 pg/mi of heparin for four hours to capacitation. After then, lysophosphatidyicholine
was added for 15 min., to induce acrosome reaction. The spermatozoa viability and acrosome reaction were determined at the
beginning and at the end of incubation time by a semen sample on a glass microscope slide, stained with eosin/nigrosin and
yellow naphtol/erthyrosin B, respectively. The heparin treatment showed the highest rate of spermatozoa with acrosome reactions
(P<0,05), however it does no have effect on sperm viability. There was difference among bulls for spermatozoa viability and
acrosome reactions before and after incubation time (P<0,05). The bull that showed the highest acrosome reaction showed the
lowest spermatozoa viability. Since both variable are important for the fertilization, it must be evaluated “in vitro” sperm capacitation
of bulls by the analyses of sperm viability and acrosome reaction rate together, due the difference observed between bulls.
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Introducao que capacita espermatozdides e induz reagao acrossdmica

in vitro (Parrish et al., 1988), proporcionou grande avango para

a produgdo in vitro de embrides, além de ter facilitado o de-
Técnicas de produgao in vitro de embrides bovinos podem  senvolvimento de técnicas simples e Uteis para avaliagio da
ser utilizadas para a multiplicagéo de material genético, o que  fertilidade de touros (Blottner et al., 1990; Whitfield e Parkinson,
vem ocorrendo ha pouco tempo em alguns paises (Callesen  1992), realizadas através de testes de reagdo acrossomica in
et al., 1998). Nesse processo, a capacitagdo espermatica €  vijtro. Nessa avaliagdo, a capacitagio espermatica ¢ induzida
importante para a eficiéncia da fecundag@o, pois implica alte-  através da incubagdo do sémen com heparina, e posterior-
ragdes fisiolégicas que habilitam o espermatozéide a pene- mente avaliada a taxa de espermatozéides com reagao
trar e fecundar o ovécito (Perez et al., 1997), proporcionando  acrossémica (RA). Como a RA é resultado da fusdo das
maior fertilidade. A descoberta da heparina como substancia membranas interna e externa do acrossoma, provocando a
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liberacdo de seu contetdo, favorecendo a penetragédo
espermatica (Steinholt et al., 1991), faz-se necessario um agen-
te indutor dessa reagéo, denominado lisofosfatidilcolina (LC)
(Parrish et al., 1988), utilizado na concentragdo de 100 pg/mi
por 15 minutos (Parrish et al., 1988; Thérien et al., 1995;
McCauley et al., 1996), logo apés o processo de capacitagao.
Segundo Whitfield e Parkinson (1992), 10 ug/ml de heparina
induzem a capacitagao e RA em espermatozéides bovinos.

A viabilidade espermatica é outra varidvel importante para se
obter maiores taxas de fertilizagdo (Chandler et al., 1988).
Tanto a capacitagdo como a viabilidade espermatica sdo im-
portantes para a penetragao do espermatozéide no ovécito
(Way et al., 1995). Portanto, a unido desses dois fatores apés
a capacitagdo espermatica sdo desejaveis para se aumentar
a taxa de fertilidade de um touro.

O estudo visa avaliar a capacitagio espermética in vitro com
heparina em touros, através da indugdo da reagdo
acrossdmica in vitro e viabilidade espermatica.

Material e métodos

Foram utilizados trés touros da raga Gir, sendo que para cada
touro foram usadas 12 palhetas de 0,5 ml do sémen congela-
do, pertencentes a uma mesma partida. O sémen foi coleta-
do e congelado em centrais de inseminagéo artificial, estoca-
do e transportado em N, liquido ao Laboratério de Reprodu-
¢ao da Embrapa Gado de Leite.

Trés palhetas de sémen de cada touro foram descongeladas
em banho-maria a 37°C, por 30 segundos, e imediatamente
avaliadas quanto a motilidade e vigor, sendo depositadas em
tubo de centrifuga e diluido com meio TALP Hepes para sé-
men, numa proporgdo de 1:10 (Parrish et al.,1988) e
centrifugado (300g por 10 minutos). O sobrenadante foi des-
prezado e o sedimento ressuspendido no mesmo meio cita-
do, na proporgao de 1:1.
A contagem da concentra-
¢ao espermatica foi reali-
zada em camara de
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1000x (imersdo) em microscopio de contraste de fase. Defi-
niram-se como células com acrossoma integro, aquelas que
apresentaram colorag&o avermelhada com &pice proeminente
e bem definido, e células que sofreram reagdo acrossémica
aquelas de coloragéo clara, sem o contorno acrossomal (Lenz
et al., 1983). A viabilidade espermatica foi avaliada através da
técnica de coloragéo Eosina/Nigrosina (Dott e Foster, 1972),
sem fixagcdes posteriores. Foram adotados os mesmos pro-
cedimentos de leitura. Definiram-se como células viaveis
aquelas que n&o coraram, apresentando apenas coloragio
de fundo na lamina (acinzentado), e como células n&o viaveis
aquelas que se coraram total ou parcialmente. As laminas
para reag@o acrossémica e viabilidade espermatica foram
confeccionadas no inicio (tempo zero hora) e fim (4h15min)
da incubagéo.

Para cada touro foram realizados quatro testes, cada um com
trés palhetas de sémen de uma mesma partida. As taxas
analisadas foram de espermatozéides vivos e
espermatozdides com reagédo acrossdmica. Os dados foram
avaliados por andlise de variancia, utilizando-se o SAS
(Statistical Analisys System) (Sas, 1985), com experimento
fatorial com delineamento em blocos casualizados. As varia-
¢des entre as meédias foram avaliadas pelo teste de compa-
ragdo miltipla de Student-Newman-Keuls.

Resultados e discussao

Nao houve diferenga (P> 0,05) na porcentagem de
espermatozéides vivos entre os tratamentos 1 (T1) e 2 (T2) no
tempo 4h15 (Tabela 1), indicando que a heparina utilizada
durante a capacitagdo, acrescida de LC, ndo afetou a viabili-
dade espermatica, o que concorda com os resultados de
Parrish et al. (1988).

A porcentagem de espermatozdides com reacdo acrossdmica
diferiu (P< 0,05) entre os tratamentos, sendo inferior no T1, que

Tabela 1: Taxa de espermatozdides viaveis e com reagdo acrossdmica antes e apds capacitagao
espermatica in vitro (periodo Oh e 4h15, respectivamente), para os tratamentos com 0 e 10 ng/ml

Neubauer, ajustando-se d€ heparina
a concentragao final para
20 x 10¢ espermatozdides/ Trat ) N.2 de Viabilidade espermatica (%) Espermatozéides c/

H ratamento
ml em dois tub.os, sendo observagdes RA' (%)
um sem heparina (trata-
mento 1) e outro com 10 Oh 4h15 Oh 4h15
ng/ml de heparina (trata- T1 (0 pg/ml de 12 59,33+5,79 41,9+6,57° 22274417 52,1947,71°
mento 2). )

heparina)

Ap6s a distribuig&o, os tu- T2 (10 pg/mi de 12 59,3345,79 40,816,37° 22274417 60,6415,79
bos foram levados para a i
estufa, onde permanece- heparina)

ram. por quatro horas a
39°C e 95% de umidade.
Ao final desse periodo, fo-
ram adicionados 100 pg/
ml de lisofosfatidilcolina (LC) e novamente incubados em es-
tufa por mais 15 minutos.

A taxa de reagado acrossdmica (RA) foi avaliada através de
esfregagos corados com a técnica do Naftol amarelo e
Eritrosina B (Lenz et al.,1983). A leitura foi realizada trés ve-
zes, contando-se 100 células por lamina, em aumento de

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P< 0,05).
'R.A.: Espermatozdides com reagdo acrossdmica

né@o continha heparina (Tabela 1). Essa diferénca se deve a
LC, que induz reagdo acrossémica preferencialmente em
espermatozoides capacitados (Parrish et al., 1988). Entretan-
to, como os espermatozdides com degeneragéo celular tam-
bém sofrem uma falsa reagéo acrossdmica (Miller e Hunter,
1986), € necessario distinguir se essa diferenca entre os tra-
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tamentos é devida a reagd@o acrossdmica em células vivas ou
em células mortas. Como as taxas de espermatozéides via-
veis entre os tratamentos foram semelhantes, estima-se que
a diferenga observada seja devida a reagao acrossdémica em
espermatozéides vivos. Para Whitfield e Parkison (1992), a
concentracdo de 10 ug/ml de heparina é suficiente para inici-
ar a capacitacdo espermatica bovina. O efeito da heparina na
capacitagdo estd na sua habilidade em preparar o
espermatozoide para a reagdo acrossémica. A heparina exer-
ce esse efeito através das proteinas com afinidade a heparina
(HPB) presentes nos espermatozdides apoés a ejaculagdo
(Bellin et al., 1994; Cox et al., 1995).

Verifica-se, portanto, que a concentragcdo de heparina utiliza-
da nesse experimento provocou a capacitagdo espermatica
in vitro dos touros testados, quando avaliada pelo teste de
reagdo acrossomica, sem afetar a viabilidade do sémen.

Na Tabela 2 observa-se que a porcentagem de espermato-
z6ides vivos, no periodo de 0 h e ao final da incubagao de
4h15, diferiu entre os touros avaliados (P< 0,05), indicando
uma variagao individual na viabilidade espermatica antes e
ap6s a incubagido. Segundo Gibbons et al. (1994), existem
diferencas no metabolismo das células espermaticas capa-
zes de provocar efeitos diversos na viabilidade espermatica
para cada touro. Um espermatozdide necessita estar capaci-
tado e vivo para fertilizar um ovécito (Way et al., 1995). A utiliza-
¢ado de sémen que se mantenha viavel por mais tempo au-
menta as chances de fecundagdo, permitindo maior exposi-
¢ao do ovocito a uma maijor concentragao de espermatozdides
viaveis. Sendo assim, o sémen que possuir maior viabilidade
espermatica durante e apds a capacitagao, provavelmente
produzira maior taxa de fecundagao. Chandler et al. (1988)
concluiram que a viabilidade do sémen é essencial nos pro-
gramas de inseminagao artificial. O fato de haver diferenga
individuais entre touros quanto a viabilidade espermatica
mostra a necessidade de se realizar essa avaliagdo apdés o
periodo de capacitagao in vitro.

Tabela 2: Taxa de espermatozoéides viaveis e com reacao
espermatica in vitro (periodo Oh e 4h15, respectivamente), para os touros A, B, C.

Este aumento na taxa de rea¢@o acrossémica pode ser devi-
do ao maior nimero de espermatozéides mortos desse tou-
ro (falsa reacdo acrossdmica), mostrando-se necessaria a
avaliagdo das duas varidveis ap6s a capacitacao espermatica
in vitro, visto que para a fecundagdo ¢ de interesse um sémen
com alta taxa de espermatozéides com reagao acrossémica
e viabilidade. Considerando estes fatos, o touro C apresenta
melhor resultado apds a capacitagcdo espermatica in vitro,
pela maior taxa de espermatozoéides viaveis do que os outros
touros, e taxa de reagdo acrossdmica as 4h15 semelhante
ao touro B, apesar de ser inferior ao touro A (Tabela 2). O touro
A, apesar de ter uma taxa de espermatozdides com reagéo
acrossdmica superior, apresenta uma viabilidade menor, de-
vido & baixa taxa de espermatozdides viaveis.

A taxa de reacdo acrossdmica a 0 h, conforme esperado, foi
baixa, uma vez que os espermatozéides nao haviam entrado
em contato com nenhum indutor de reag@o acrossémica. Essa
taxa aumenta apds a incubagdo com o agente capacitador
(heparina) e indutor de reagao. A diferenga entre Oh e 4h15
permite avaliar a taxa dos espermatozoides que sofreram re-
acdo acrossdmica provocada pela incubagdo com heparina
e LC. Calculando a diferenca na taxa de reag@o acrossémica
entre 0 h e 4h15 para cada touro, observa-se na Tabela 2 que
os touros A e C apresentam valores de reagdo acrossdmica
semelhantes. Desse modo, as taxas de reagao acrossdmica
analisadas sdo iguais e, como a viabilidade espermatica &
maior para o touro C, este tende a apresentar melhor resuita-
do na capacitacao espermatica com heparina.

Diversos autores, avaliando touros da ra¢a Holandesa, encon-
traram uma correlagdo alta entre a taxa de reagao acrossdmica
apods a incubagdo e a taxa de nao retorno a campo (Lenz et al.,
1988; Whitfield e Parkinson, 1992). Entretanto, a taxa de
espermatozoides viaveis ap6s o periodo de incubagao nao tem
sido avaliada. Whitfield e Parkinson (1992) encontraram correla-
¢do alta entre a taxa de reagdo acrossémica e nao-retorno aos
90 dias, e correlagdo baixa entre a reagdo acrossémica e por-
centagem de espermatozéides méveis apdés o descongelamen-
to do sémen. Todavia,
nao avaliaram a taxa de
espermatozoéides via-
veis apds a incubagao

acrossdmica ap6s capacitagao

N2de Viabilidade espermatica (%) Espermatozdides com RA" (%) para a capacitacao es-

} permatica. Como citado

Touro observagoes anteriormente, a viabili-
Oh 4h15 oh 4h15 dade espermatica € de-

A 4 56,3315,7 353812.2° 25,08+1.28 64,09+4,94° pendente do metabolis-
4 b ) ab mo dessas células

B 4 61,41+75 40,22+2,8 22,91+3,16 61,59+8,27 (Gibbons et al., 1994),
C 4 60,25+3,78 48,264+5,28° 18,33+5,04 58,59+7,52" provocando diferentes

Médias com diferentes letras na mesma coluna diferem entre si (P< 0,001).

'R.A.: Espermatozoides com reagao acrossoémica

Observou-se diferenga (P<0,05) entre touros quanto a taxa de
espermatozoides com reac@o acrossémica apés o periodo 0
h e de 4h15 (Tabela 2). Nos dois periodos avaliados, o touro
A apresentou a maior taxa de reagao acrossémica e menor
taxa de espermatozéides vivos apds a capacitagao in vitro.
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efeitos em cada touro.
Por isso, espera-se que
a viabilidade esperma-
tica seja diferente entre
touros, apds a capacitagdo in vitro, prejudicando a capacidade
de fecundagdo do sémen com menor viabilidade.

Observou-se neste estudo que a capacitagao espermatica in
vitro em touros € aumentada quando se utiliza heparina. Entre-
tanto, existe diferenga entre touros quanto ao comportamento




do sémen frente a capacitagao espermatica in vitro, quando
avaliados pela viabilidade espermatica ou reagao acrossémica.

Conclusoes

A heparina, na concentragdo de 10 pg/ml, induz a capacitagao
espermatica.
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