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RESUMO

A inseminacdo artificial € a mais antiga e mais difundida biotecnologia utilizada para a
reproducdo animal. O desempenho reprodutivo do macho € uma das principais ferramentas
para 0 sucesso da inseminagdo, assim como da taxa de concepgdo, em propriedades que
utilizam a monta natural. Assim, a avaliacdo geral do reprodutor, juntamente com a avaliacdo
de sémen torna-se uma importante ferramenta de controle. Diversos sdo os testes utilizados
para avaliar a qualidade de um ejaculado, porém a morfologia espermatica € um importante
indicador, desde que correlacionada a avaliacdo de outros parametros, como motilidade e

vigor espermaético e exame clinico do reprodutor.

O presente trabalho faz uma revisdo sobre a importancia da morfologia espermatica,
analisando rapidamente os principais tipos de defeitos e sua repercussdo no desempenho
reprodutivo de bovinos. Discorre ainda sobre as principais classificacfes dos defeitos

espermaticos e de técnicas de rotina para a avaliacdo da morfologia espermatica.



ABSTRACT

Artificial insemination is the oldest and most widely used biotechnology to animal breeding.
The reproductive performance of male is one of the main tools for successful insemination, as
well as the conception rate in farms using natural breeding. Thus, the overall assessment the
breeder, along with the evaluation of semen becomes an important tool of control. Many tests
are used to assess the quality of an ejaculate, but sperm morphology is an important
indicator, since it correlated with the evaluation of other parameters, such as motility and

sperm vigor and clinical examination of the player.

This paper reviews the importance of sperm morphology, quickly analyzing the major types of
defects and their impact on reproductive performance of cattle. Still talks about the main
classifications of sperm defects and routine techniques for the evaluation of sperm

morphology.
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1 INTRODUCAO

O termo Inseminacdo Artificial significa a deposicdo de espermatozdides no trato
reprodutivo da fémea por meios artificiais, sem o envolvimento natural do macho. Existe uma
lenda que acredita que tal procedimento teve inicio em 1332, quando os &rabes teriam
coletado o sémen de um garanhdo de uma tribo rival depositado no genital de uma égua em
estro. Em 1780, o italiano Lazzaro Spallanzani relatou a fecundacdo de uma fémea sem o
contato direto com o macho quando coletou sémen de um reprodutor e o depositou no trato
genital de uma cadela em estro, que veio a parir 62 dias depois. (MIES FILHO, 1978;
FOOTE, 2002)

Ivanovich Ivanov, um dos principais responsaveis pela aplicacdo pratica da
inseminacao artificial, suas pesquisas iniciaram em 1899, e em 1907, na RuUssia, teria estudado
a inseminacdo artificial em diversas espécies como cées, raposas, coelhos e aves. Em equinos,
desenvolveu diluidores de sémen e técnicas para selecionar garanhdes superiores e multiplicar
sua descendéncia atraves da inseminacdo artificial. Este trabalho foi retomado por Milovanov
em 1938, que projetou vaginas artificiais e outros itens semelhantes aos utilizados hoje em
dia, sendo um grande avango em relacdo ao método de coleta anteriormente utilizado —
esponjas colocadas na vagina das vacas. Ap6s o feito de Ivanov, em 1922, noticias da
utilizagdo da inseminacdo artificial tornaram-se comuns (MIES FILHO, 1978; FOOTE,
2002). Na Dinamarca foi desenvolvido o método de fixacdo retrovaginal da cérvix,
permitindo a deposicdo do sémen profundamente no colo do utero, o que diminuiu a
quantidade de espermatozoides necessaria para cada dose inseminante. Na década de 1949
foram criadas cooperativas de inseminacéo artificial e surgiu a palheta para envasar sémen —
desenvolvida por Sorensen. Posteriormente, em 1964, Cassou passou a produzir as palhetas
comercialmente, que atualmente sdo utilizadas em praticamente todo o mundo. Estes fatos,
juntamente com a descoberta do efeito crioprotetor do glicerol, a técnica passou a ser mais
difundida (MIES FILHO, 1978; FOOTE, 2002).

Os métodos e os critérios de avaliacdo de sémen e de reprodutores foram estabelecidos
com suporte de veterinarios da Escandinavia, Nils Lagerlof e Erick Blom, em 1950. (BARTH
e OKO, 1989)

Nos ultimos 60 anos, as biotecnologias da reproducao tém mostrado uma grande capacidade
de adaptacdo, transferindo tecnologia entre o laboratorio e o campo. A inseminacao artificial,
assim como a transferéncia de embrides e a fertilizacdo in vitro, além de se mostrarem

economicamente viaveis para atingir os objetivos da producdo, tém mostrado eficiéncia no
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desenvolvimento sustentavel, a fim de manter a biodiversidade e a conservacdo de espécies
ameacadas de extin¢do (THIBIER, 2005).

Na bovinocultura, os touros a serem coletados para inseminacao artificial ou para
serem utilizados na monta natural devem ser submetidos a um exame clinico geral, a fim de
identificar alteracGes clinicas relevantes que possam interferir na funcdo reprodutiva ou nas
condigdes sanitérias, observando-se a conformacdo geral e estado nutricional dos animais,
idade, olhos, denticdo, presenca de lesGes na cabeca, conformacdo do aparelho locomotor,
simetria das articulacdes, da musculatura e dos cascos, e 0 exame de outros sistemas e exames
complementares, havendo necessidade. Além dos exames gerais, 0s reprodutores devem ser
submetidos a um exame clinico voltado ao aparelho reprodutivo, dividido em exame externo
(fisico) e interno.

O exame externo consiste na avaliacdo da integridade dos 6rgaos reprodutivos - pénis,
prepucio e bainha prepucial, plexo pampiniforme (corddo espermaético), saco escrotal,
testiculos e epididimos. Ja o interno é a avaliagdo das ampolas dos ductos deferentes e
vesiculas seminais por palpacao retal, e 0 exame de sémen. O exame de sémen, juntamente
com a avaliacdo clinica fornece muitas informacgdes a respeito do reprodutor, assim a
motilidade, concentracdo e morfologia espermatica devem estar presentes na avaliacdo dos
mesmos, juntamente da anamnese e exame clinico (KJAESTAD et al, 1993; FERNANDES e
MORAES, 2009).

Vaérios autores (FRENEAU et al, 2000; SAACKE et al, 2000; OSTERMEIER et al,
2001): consideram a morfologia espermatica, juntamente com a porcentagem de acrossomas
intactos, um importante indicador de fertilidade de reprodutores (BARTH e OKO, 1989).

O presente trabalho faz uma revisdo sobre a importancia da morfologia espermatica,
analisando rapidamente os principais tipos de defeitos e sua repercussdo no desempenho

reprodutivo de bovinos.
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2 AVALIACAO DE SEMEN

A avaliacdo de apenas uma caracteristica do sémen ndo garante que as outras venham
a ser normais, portanto indica-se uma andlise multifatorial para fins de diagnéstico da
funcionalidade e estrutura do espermatozéide (LARSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ,
2000; PARKINSON, 2004). Além disso, métodos de avaliagdo de sémen bovino em
laboratdério podem predizer sua fertilidade, comprovada pelo nédo retorno ao estro das vacas
inseminadas (LINFORD et al, 1976). O padrédo de qualidade do sémen baseia-se na propor¢éo
de células mdveis (motilidade e vigor espermatico) e morfologia espermatica — percentual de
espermatozéides normais (RAO et al, 1980).

A morfologia espermatica foi uma das primeiras técnicas a serem utilizadas na
avaliacdo seminal. A motilidade e a producdo espermatica (concentracdo e volume) estdo
relacionadas com a morfologia, podendo indicar até que ponto a motilidade e a produgédo
espermatica estdo dentro dos padrdes fisiologicos (BARTH e OKO, 1989).

As variagdes nestes padrdes podem ser associadas a diversos fatores — nutri¢cdo, raga,
farmacos, sanidade ou manejo -, sendo assim, as alteracGes podem ser transitérias ou
permanentes. Poderd ocorrer reducdo da qualidade seminal, ou apenas pequenas variacoes,
sendo necessario a realizacdo de avaliacbes continuadas para um melhor esclarecimento do
quadro. Em touros em repouso sexual, por exemplo, pode haver presenca de espermatozoides
velhos na cauda do epididimo, e ocorrerd reducdo de motilidade e vigor e aumento na
prevaléncia de defeitos de cauda ou cabeca isolada normal, havendo melhora no quadro apés
a coleta de um ou dois ejaculados. Portanto, deve-se levar em conta diversos fatores no exame
androldgico, considerando também que cada ejaculado representa uma infima fracdo das
reservas gonadais e extragonadais de espermatozdides do reprodutor (FERNANDES e
MORAES, 2009).

Nas Tabelas 1 e 2 estdo demonstrados os valores, segundo o Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal, para aprovacdo de machos de diferentes espécies para monta natural e

para julgamento de sémen congelado, respectivamente.



Tabela 1- Padréo seminal para selecéo de reprodutores para monta natural
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Espécie Bovino Caprino Ovino Equino Suino
Motilidade 70% 70% 70% 70% 70%
Vigor 3 3 3

Morfologia: %

sptz anormais  30%

20% 20%

30%

20%

Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen A

Reprodugdo Animal. 22 ed., 1998.

Tabela 2- Padrdes minimos para sémen congelado

nimal. Colégio Brasileiro de

Espécie Bovino Equino Caprino Ovino Suino
Volume da Dose 0,25 mi 0,25 mi 0,15 ml

Motilidade 30% 30% 30% 30% 20%
Vigor 3 3 2 3

Porcentagem de 30%*

Defeitos  Totais

(Maximo) 20%** 40% 20% 20%

Porcentagem de

Defeitos Maiores 20% 10% 10% 50%
(Maximo)

Espermatozéides

com motilidade

progressiva  no 200x10° 40x10° 40x10° 5x10°

ato da
inseminacgdo

* para doses com 1Ox106 de espermatozoides com motilidade progressiva

** para doses com 6x106 a< 1Ox106 de espermatozoides com motilidade progressiva

Manual para Exame Andrologico e Avaliacdo de Sémen Animal. Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal. 22 ed., 1998.
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2.1 Métodos de colheita

A vagina artificial € o0 método mais representativo do ejaculado e ¢ utilizado na grande
parte dos animais coletados nas centrais de reproducdo, sendo indicado como método de
escolha pelo Manual do Colégio Brasileiro de Reprodugdo (1998), por ser o método
considerado mais natural e que garante assim uma melhor qualidade de sémen. Nem sempre é
possivel utiliza-lo devido ao comportamento agressivo de alguns touros e por ser necessario
um treinamento prévio do animal que ndo estd acostumado a esta pratica (BARTH, 2007;
FERNANDES e MORAES, 2009; MENEGASSI, 2010).

Assim, o eletroejaculador se torna uma importante ferramenta na coleta de sémen,
devido a sua facilidade de manuseio, seguranca e rapidez, mas este meétodo pode ser
considerado um estimulo estressor para 0s bovinos. Outra desvantagem da coleta por
eletroejaculacdo é o fato de que a mesma pode apresentar, principalmente em bovinos,
gjaculados com maior volume e menor concentracdo, porém sem alteracdo de outras
caracteristicas esperméticas (BARTH, 2007; FERNANDES e MORAES, 2009;
MENEGASSI, 2010).

Outro método que pode ser utilizado é a massagem das ampolas e vesiculas seminais,
através da palpacdo retal, mas pode resultar em amostras insatisfatorias e induzir lesGes
vesiculares, irritacdo da mucosa do reto, incompleta protusdo do pénis, além de ser um
método cansativo para quem realiza a massagem, limitando o nimero de animais a serem
coletados. N&o € recomendado este tipo de coleta para todos os individuos, sendo os dois
primeiros métodos os mais indicados (BARTH, 2007; FERNANDES e MORAES, 2009;
MENEGASSI, 2010).

Para fins de congelamento de sémen, utiliza-se preferencialmente a vagina artificial,
por proporcionar amostras mais proximas do que seria 0 ejaculado no trato reprodutor da
fémea, com uma concentra¢do maior que nos outros metodos citados, resultando em um maior
namero de doses por ejaculado. A eletroejaculacdo € amplamente utilizada para colheita de
touros de campo e também pode ser utilizada para congelamento. Indica-se que o método de
colheita seja indicado no laudo do exame androlégico (FERNANDES e MORAES, 2009)
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3 MORFOLOGIA ESPERMATICA

Para a avaliacdo de rotina das caracteristicas morfolégicas dos espermatozoides,
podem ser utilizadas duas técnicas: esfregaco corado em microscopio de campo claro e
preparacdo Umida com microscopio de contraste de fase (FRENEAU, 2011). Os esfregacos
corados podem ser preparados com diferentes corantes, como: Wright, Rosa de Bengala,
Giemsa e eosina-nigrosina, Karras e outros — o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
sugere que sejam utilizados os métodos de Williams e Cerovsky.

O método de lamina corada é o mais utilizado, devendo-se tomar alguns cuidados na
sua preparacdo — como garantir esfregacos delgados, realizados com o auxilio de outra lamina
com inclinagdo de 45°. Na técnica de cAmara Umida, os espermatozoides ndo sdo corados, é
colocada uma gota de sémen, imerso em solucdo tamponada, entre lamina e laminula,
devendo ser utilizada microscopia que seja capaz de evidenciar os contornos celulares, como
a microscopia de contraste de fases ou a microscopia de contraste de interferéncia diferencial
(DIC) . (CBRA, 1998; MENEGASSI, 2010) (Figura 1)

Figura 1 - Avaliacdo da morfoldgica de espermatozoides bovinos. Esquerda:
coloracdo de Karras Modificada por Papa et al. (1988). Direita: microscopia de
contraste de fase evidenciando diversos defeitos espermaticos

Fonte: Adaptado de Freitas-Dell’ Aqua et al, 2009)

Freneau (2010) comparou a morfologia espermética dos ejaculados dos mesmos touros
com as duas técnicas, foram verificadas diferencas significativas entre os defeitos maiores e
menores, mas ndo sobre os totais. Defeitos de forma de cabeca ndo apresentaram diferencas,
porém nos individuais foram detectados com maior frequéncia defeitos de acrossoma,
crateras, pouch formation, vacuolos e gotas citoplasmaticas, na preparacdo umida. As laminas
coradas apresentaram, com maior frequéncia, defeitos de cauda, cabeca decapitada normal e
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defeitos de peca intermediaria — dobrada, quebrada, saca-rolha ou zigue-zague. Assim, o autor
recomenda-se preferencialmente a preparacdo Umida em microscépio de contraste de fase ou
de contraste diferencial de interferéncia de fase, que apresentam maior sensibilidade para
defeitos de acrossoma, vacuolos e gotas e devido aos artefatos de técnica que acabam por

aumentar defeitos de cauda, pega intermediéria e cabega isolada no esfregaco corado.

Segundo o Manual para Exame Andrologico e Avaliacdo de Sémen Animal do
Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (1998), é recomendado, para ejaculados de touros:
minimo de 70% de espermatozdides normais, sendo considerada a caracteristica isolada com
mais importancia para a fertilidade; maximo de 20% de defeitos maiores; maximo de 30% de
defeitos menores; limite para anomalias individuais em torno de 5% para defeitos maiores e
10% para defeitos menores. Deve haver maior rigor em defeitos espermaticos que possam ter
origem genética. Deve ser realizada a observacdo de 200 células, contando-se apenas um
defeito por célula anormal, e se forem observadas duas ou mais altera¢cbes na mesma célula,
devera ser registrado o defeito Maior, se observados dois defeitos de mesma classificacgéo,

devera registrar-se o que foi observado com maior frequéncia.

As anomalias morfoldgicas podem se expressar por alteracbes em escalas
nanométricas, que ndo sao possiveis de ser observados na microscopia de contraste de
interferéncia diferencial, sendo necessario o emprego de métodos mais objetivos, como a
analise computadorizada da morfometria espermética (ASMA). Este sistema, que é
programado para classificar e diferenciar as células espermaticas atraves da medicdo de varios
parémetros — diametro méaximo, minimo, area da cabeca, porcentagem do acrossomo —
classifica as células em normal, macro, micro, afilada ou irregular. Pode apresentar variacdes
nos resultados devido a diversos fatores de preparacdo, assim como fatores relacionados a
andlise, até a interpretacdo do profissional (SAACKE et al., 2001; ARRUDA, 2011).

Sondas fluorescentes também tem sido utilizadas, em microscopia de epifluorescéncia
ou citometria de fluxo, sendo util para a avaliagdo da integridade de membrana do
espermatozdéide e do acrossomo, integridade do flagelo, potencial mitocondrial, fragmentacao
do DNA. A associacdo de fluocromos e compostos conjugados com sondas fluorescentes
permite analise mais ampla da qualidade do sémen, considerando fatores bioquimicos,
estruturais e funcionais (ARRUDA et al., 2003, 2010; GARDES et al., 2010). Entretanto é
possivel uma facil visualizagcdo e repetibilidade dos resultados em sémen fresco, para

amostras criopreservadas é necessaria uma adaptacdo dos protocolos comumente utilizados,
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que nem sempre sdo suficientes para manter o padrdo de emissdo de fluorescéncia
(CELEGHINI et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2008)

Mais recentemente, a ubiquitina tem sido associada a identificacdo de espermatozoides
com defeitos. A ubiquitina, um pequeno peptideo de 8,5 kDa, € um marcador universal para
proteolise encontrado em todos os tecidos e organismos. Em humanos, bovinos e equinos foi
verificado que durante a passagem do espermatozéide pelo epididimo, o epitélio secreta
ubiquitina e/ou proteinas semelhantes , que se ligam a superficie dos espermatozoides com
defeitos. A maioria dos espermatozoéides ubiquitinizados é subseqtientemente fagocitada pelas
células epiteliais do epididimo, antes de atingirem a cauda do epididimo, mas alguns escapam
da fagocitose e podem ser identificados no ejaculado. Em equinos, foi verificada relacéo entre
a ubiquitinizacdo dos espermatozoides e as variagdes estacionais ocorridas na producédo
espermatica (SUTOVSKY et al. 2001, 2003).

3.1 Classificacdo dos defeitos

As anomalias morfologicas dos espermatozéides podem ser classificadas de varias
formas, durante muito tempo os defeitos esperméticos foram classificados pela regido na qual
se encontravam — cabeca, acrossoma, cauda e peca intermedidria. Outras classificacdes
dividem os grupos de defeitos em primarios e secundarios, ou defeitos maiores e menores
(HOWARD e PACE, 1988; CBRA, 1998; FRENEAU, 2011).

3.1.1 Defeitos Primaérios e Secundarios

Blom (1950) classificou os defeitos espermaticos em Primarios, Secundario, de acordo
com a sua origem (Tabela 3)
O grupo de anomalias primarias é composto pelos defeitos originados no epitélio seminifero,
durante a espermatogénese. Defeitos secundarios € um grupo de defeitos que afetam o
espermatozéide ja formado, originados distalmente ao epitélio seminifero, nas vias intra e
extratesticulares, durante o armazenamento e a ejaculacdo. Em touros normais, as cabecas
destacadas — cabeca isolada normal — podem ocorrer com baixa frequéncia e a elevacao da sua
quantidade pode significar o inicio de uma degeneracédo testicular (Blom, 1950). Freneau
(2011) considera que existam ainda anomalias terciarias, originados pela manipulacdo dos
espermatozdides apos a ejaculacdo. — Acrossoma destacado, peca intermediéria fraturada ou

em saca rolha, cabeca isolada normal, retroaxial, cauda dobrada ou enrolada.
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Tabela 3 — Defeitos Primarios e Secundarios segundo Blom (1950)

Primarios

Secundarios

Acrossoma (Granulo persistente
ou Knobbed, destacado e
outros)

Gota citoplasmatica proximal
Subdesenvolvido
Cabeca isolada patoldgica

Cabeca estreita na base

Cabeca piriforme
Cabeca pequena anormal
Contorno anormal

Cabeca c/ vacuolos nucleares
(pouch formation ou diadema,
cratera)

Formas teratoldgicas

Peca intermediéria (saca-rolha
Corkscrew, fibrilagdo, desnuda,
fratura, edema, peca
intermedidria rudimentar ou
stump, pseudo-gota e outros)
Cauda fortemente
dobrada/enrolada

Cauda enrolada na cabeca

Cabeca curta, larga, gigante,
pequena

Cabeca delgada

Cauda dobrada ou enrolada com

gota

Gota citoplasmaética distal
Cabeca isolada normal
Abaxial, retroaxial e obliqua

Cauda dobrada ou enrolada
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3.1.2 Defeitos Maiores e Menores
Em 1973, Blom associou a classificacdo ao grau de importancia do defeito para a
fertilidade, classificando-os assim em defeitos Maiores e Menores, devendo ser expressos em

porcentagem.

Tabela 4- Defeitos Maiores e Menores, segundo Blom 1973

Maiores Menores

Defeitos de Acrossoma (Knobbed, Grénulo Gota citoplasmética Distal
persistente, Destacado)

Gota Citoplasmatica Proximal Cabeca Delgada

Subdesenvolvido Cabeca curta, larga, gigante, pequena
Cabeca isolada Patoldgica Cabeca isolada normal

Cabeca estreita na Base Insercéo

Abaxial, retroaxial e obliqua
Cabeca Piriforme Cauda dobrada ou enrolada

Cabeca Pequena Anormal
Contorno Anormal
Cabeca com vacuolos (Diadema ou

pouch formation)

Peca intermedidria  (saca-rolha  Corkscrew,
fibrilacdo, desnuda, fratura, edema, peca
intermedidria rudimentar ou stump, pseudo-gota e
outros)

Formas Teratoldgicas

Cauda fortemente dobrada/enrolada
Cauda enrolada na cabeca

Cauda dobrada ou enrolada com gota
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3.1.3 Defeitos Compensaveis e Ndo Compensaveis

De acordo com Saacke (1998), os defeitos espermaticos podem ser classificados em
compensaveis e incompensdveis. O autor considera compensaveis aqueles que sdo
importantes para o transporte do espermatozoide no trato reprodutor feminino, até o bloqueio
da poliespermia e 0s que sdo importantes para a manutencao da fertilizacdo e posteriormente a
embriogénese, sdo considerados defeitos ndo compensaveis, que foram associados a defeitos
na cromatina dos espermatozdides e séo significativos em células normais ou quase normais
acompanhados de células anormais — principalmente cabecas com contorno anormal
(SAACKE, 2008). Este pode resultar na clivagem tardia e no fracasso em estabelecer o

reconhecimento materno.

3.2 Defeitos Genéticos

Nas condicGes normais de reproducdo existe uma selecdo natural contra fatores
hereditarios, reduzindo a fertilidade. Existem barreiras naturais tanto no trato reprodutivo do
macho quanto no da fémea capazes de remover gametas defeituosos. Porém, métodos mais
modernos envolvendo avancadas tecnologias de reproducédo assistida — por exemplo: FIV e

ICSI — por contornar estas barreiras, podem propagar estes fatores. (SAACKE, 1968).

Deve-se considerar que os defeitos mais variaveis na natureza podem ser influenciados
pela associacao da interacdo do ambiente com a predisposicao genética. (CHENOWET, 2005)
O ndmero de defeitos genéticos identificados nos espermatozdides de bovinos é
consideravelmente maior do que em muitas outras espécies, isto implica em um exame mais
criterioso nesta espécie, seguindo protocolos adequados (CHENOWET, 2005).

A “National Association of Artificil Breeders” (NAAB) nos EUA, reconhecendo a
importancia de identificar este tipo de defeito e, para garantir a eficacia dos programas
implementados na Inseminacgdo Artificial, e estabelecer os defeitos com base genética, exige
gue algumas questdes sejam respondidas e, a partir do momento que o defeito € reconhecido
como genetico, é importante estabelecer alguns outros pontos como: a sua base fisioldgica;
seu modo de heranga; suas conseqiiéncias econdmicas; um teste diagndéstico rapido, barato e
preciso; e procedimentos de controle. (CHENOWET, 2005)
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3.3 Principais defeitos de acordo com a localizagédo no espermatozdéide

3.3.1 Cabeca

A cabeca do espermatozoide é formada basicamente pelo acrossoma, nucleo,
estruturas do citoesqueleto e citoplasma. (http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/)

A forma da cabeca do espermatozoide é derivada da forma do ndcleo (BARTH E
OKO, 1989)

Os defeitos de cabeca indicam uma espermatogénese imperfeita, tendo origem no
epitélio seminifero, os mesmo diminuem no trajeto do ducto deferente até a ejaculacdo pois
muitos séo fagocitados na via excretora (GARCIA, 1971; CRABO et al. 1971)

3.3.1.1 Acrossomo

O acrossomo recobre cerca de 60% do ndcleo, consiste em uma estrutura de camada
dupla — interna e externa -, contendo acrosina, hialuronidase, e outras enzimas hidroliticas,
sendo responsavel pelas reacdes fisico-quimicas que resultam na fusdo com a membrana
plasmatica do 6vulo e fertilizagio. E dividido em acrossomo anterior - ou segmento apical - e
0 segmento equatorial - ou acrossomo posterior.O segmento posterior do nucleo é recoberto

pela capsula pos acrossdmica. (SALISBURY, 1978; http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/)

As anormalidades de acrossoma, quando em altas proporcdes, sdo relacionadas com
esterilidade total dos machos, porém, quando em baixa freqiéncia — de 1 a 2%- pode ser
encontrada em animais com fertilidade aparentemente normal (BANE E NICANDER, 1965).
Sdo alteracGes na constituicdo da membrana deste e sdo formadas durante a espermiogénese,

na fase acrossomal.

As lesdes de acrossomo podem ser causadas por diversos fatores como:
envelhecimento, choque térmico e manipulagdo inadequada do sémen durante o

processamento.podem ser considerados de origem primaria ou secundaria, segundo a
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classificacdo de Blom (1950) e séo considerados defeitos maiores na classificagdo do mesmo
autor em 1973. (http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula)

Alguns animais apresenta predisposicdo genética para desenvolver anomalias de
acrossoma em condicdes adversas, esta hipotese foi sugerida pela ocorréncia de trés defeitos:
Knobbed, Ruffled e Acrossomas incompletos em quatro filhos de um touro Holstein sub-fértil
(CHENOWET, 2005).

O defeito Knobbed, ou granulo persistente pode ter origem de gene autossémico
recessivo com heranca ligada ao sexo e segundo Thundathil, et al (2000). Em touros, se
manifesta com &pice acrossomal engrossado ou com reentrancias. Pode ser causado por um
crescimento descontrolado do sistema acrossomal - assim como os principais defeitos de
acrossoma - apresentando-se como uma regido cistica na microscopia eletronica (BANE E
NICANDER, 1965). Espermatozdide contendo este defeitos perdem ou reduzem sua
capacidade de se anexar ao 6vulo (THUNDATHIL et al., 2000), diminuem o transito no trato
genital da vaca (MITCHELL, SENGER, ROSEMBERG, 1985), assim, pode ser classificado
tanto como compensavel quanto como ndo compensavel, variando a proporcdo de
infertilidade dos animais acometidos dependendo da causa ou do nimero de espermatozéides
ndo afetados que chegam até o local da fertilizagdo (CHENOWET, 2005)

Figura 2- Espermatoz6ides com defeito Knobbed

Fonte: Adaptado de Freneau (2011)
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Figura 2 - A esquerda Acrossoma “Ruffled”, a direita,
Acrossoma Incompleto

Fonte: Adaptado de Saacke, 1968

E aceita também, para defeitos de acrossoma, a classificacdo segundo Pursel (1972), onde :
- NAR (normal apical ridge) € o espermatozdide com acrossomo sem alteracao
- DAR: (Defective apical ridge): é quando existem irregularidades na margem anterior do
acrossoma.
- MAR: (missing apical ridge) ndo é possivel observar a parte anterior do bordo apical
- LAC: (loose acrosomal cap) perda do acrossomo, permanecendo o segmento equatorial
DAR ¢ considerado um defeito de origem primaria, enquanto LAC e MAR sao relacionados
com a manipulacdo inadequada durante o processamento do sémen, podendo ocorrer na
espermatogénese.

Figura 4 - Defeitos espermaticos, da esquerda para a direita:
NAR, DAR, MAR E LAC

I
MAR DAR MAR LAC

Fonte: http:// http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/
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3.3.1.2 Ndcleo

Um provavel defeito espermatico ndo compensavel, de heranca genética, ¢ a
condensacdo anormal da cromatina ou DNA danificado dentro do nucleo do espermatozéide,
porém existe o problema de como detectar estes defeitos de forma que haja a possibilidade de
aplicacdo comercial (OSTERMEIER, 2001). Estas alteracdes dificultam a descondensacao da
cabeca do espermatozoide apos a fertilizacdo, impedindo a organizacgéo e estruturacdo do pro-
nacleo masculino e, assim, resultando em falha do desenvolvimento embrionério (BARTH E
OKO, 1989)

E dificil identificar esta anomalia utilizando as técnicas de rotina de avaliagio do
sémen, visto que pode estar presente em espermatozoides de aparéncia normal ou quase
normal. O uso de citometria de fluxo juntamente com fluorocromos DNA-especificos se
mostra eficiente na deteccdo de heterogeneidade da estrutura nuclear, associada com falhas na
espermatogénese, anomalias nos espermatozdides e infertilidade em algumas espécies
(BALLACHEY, HOHENBOKEN, EVANSON, 1987)

Cabegas com contorno anormal, estreitas na base e piriformes sdo relacionadas a
infertilidade, sendo a mais comum delas o formato piriforme da cabeca. Embora possam
apresentar boa motilidade e integridade de acrossomo, sendo capazes de penetrar a zona
pellcida, estes espermatozoides podem ser incapazes de fertilizar o 6vulo ou de ter um
desenvolvimento embrionario normal. S&o associadas a degeneracgdo e hipoplasia testicular,
guando presentes em elevado numero, podem também estar relacionadas a elevacdo de
temperatura no testiculo (http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/, BARTH e OKO, 1989).

Cabecas delgada, pequena, gigante, curta e cabeca isolada normal sdo considerados

defeitos menores segundo Blom (1973).

Cabecas isoladas no ejaculado de touros normais € um achado comum. Pode ser visto
também em touros com anomalias testiculares ou inflamac¢do no epididimo e vesiculas
seminais, assim como em touros testados no inicio da estacdo reprodutiva,com seguida
diminuicdo a valores normais ap0s sucessivas ejaculagdes, pois acredita-se que quando
armazenados por longos periodos, devido a inatividade reprodutiva, os espermatozoides
fragmentam-se no epididimo. Segundo Bloom (1977) as seguintes caracteristicas foram
propostas como indicativos deste defeito especificamente: Cabecas e caudas séo separadas em
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80 a 100% do total de espermatozoides do ejaculado; Uma elevada porcentagem de caudas
soltas apresenta movimento ativo; muitas vezes apresenta dobra proximal na peca

intermediaria envolvendo a gota proximal.

Defeitos na cabeca como vacuolos, quando dispostos em anel, ao redor da cabeca, séo
referidos como Diadema. Estes defeitos sdo observados como invaginaces da membrana
nuclear e é possivel de serem observados em microscopia de contraste de fases ou DIC
(microscopia de contraste de interferéncia diferencial). Em amostras coradas com o0s
protocolos de coloracdo de WIlilliams, Giemsa, Hematoxilina-Eosina, o defeito sd e visto
observado se 0s vaculos sdo muito grandes. Podem ser vistos, frequentemente, em
associacdo com cabecas piriformes. Este defeito reduz a viabilidade do embrido.

(http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/).

3.3.2 Colo

Relacionados ao colo, séo descritos os defeitos de implantagdo — abaxial, retroaxial,
paraxial —, determinadas por alteracdo da goteira de implantacdo, que pode se apresentar rasa
ou assimétrica. E a presenca da gota citoplasmatica proximal, considerado um defeito maior,
qgue pode estar presente no ejaculado em porcentagens baixas, nunca acima de 3%. Um
elevado nimero de gota citoplasmatica proximal pode ser indicio de imaturidade sexual, neste
caso € transitoria, de degeneracdo testicular — onde é observada esta anomalia com mais
frequéncia na fase inicial e final do processo — e em casos de hipoplasia testicular, quando
associada a outros defeitos, como cabeca piriforme em touros adultos

(http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/).

3.3.3 Cauda

A cauda do espermatozoide é dividida em peca intermediaria, peca principal e peca
terminal. A peca intermediria esta envolta pela hélice mitocondrial e vai até o anel de Jensen.

Na peca principal nota-se um estreitamento da cauda devido ao término da bainha
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mitocondrial e inicio da bainha fibrosa, que tem por caracteristica ser mais delgada. A peca
terminal ndo possui bainha fibrosa, mas apenas um feixe de fibras axiais que percorre
longitunalmente, pelo centro, a cauda do espermatozoide
(http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/, CHENOWET, 2005)

3.3.3.1 Defeitos da Cauda

Sdo os defeitos mais comuns de serem encontrados em um espermograma bovino,
representados por : cauda dobrada, cauda fortemente dobrada ou enrolada e cauda dobrada
com gota. (FERNANDES e MORAES, 2009) Sao observados com maior freqiiéncia em
ejaculados de touros com alteracGes epididimais, em fungcdo do ambiente hiposmotico, que
favorece as alteraces na cauda dos espermatozéides (AMMAN e HAMMERSTED, 1993).

A cauda simplesmente dobrada pode ocorrer na ocasido de reducdo brusca de
temperatura ou choque térmico, quando este defeito é associado a outras patologias de cauda -

cauda fortemente dobrada, por exemplo — pode estar relacionado a disfuncéo epididimaria. E

comum a gota distal ficar retida na dobra da cauda (http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/).

A cauda fortemente dobrada ou enrolada é descrito como um forte enrolamento ou
dobramento da peca intermediaria e cauda do espermatozoide, com ruptura de fibrilas. Tem
carater de transmissdo genética e ocorre durante a passagem das células no epididimo e pode
ser associada com altos teores de zinco no plasma seminal. Descrita por Blom (1966) em um
touro Jersey chamado Dag — também conhecida como Dag defect — foi identificada também

em outras ragas bovinas.

3.3.3.2 Defeitos de Peca Intermediaria

Defeitos como: peca intermediaria fraturada,em saca rolhas e stump,ocasionam uma
diminuicdo da motilidade e do vigor espermatico, sem melhora nas coletas subsequentes.
Estes defeitos sdo originarios do tdbulo seminifero devido a perda e/ou desorganizacdo dos
feixes de fibras ou mitocondrias da pega intermediaria. (BARTH e OKO, 1989)
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A peca intermediaria em saca rolhas — cork screw defect — foi descrito por Blom, em
1959. E caracterizada por uma distribuicio anormal das mitocondrias na ao longo da peca
intermediaria, dando esta aparéncia. Ja o stump sperm defect é a fragmentacdo e
desorganizacdo desta estrutura, que se apresenta encurtada ou como uma estrutura
arredondada e sem o restante da cauda, este defeito tem carater de transmissdo genético.
(http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/)

A gota citoplasmatica distal é uma estrutura que normalmente é liberada do
espermatozdide quando este entra em contato com os fluidos das glandulas anexas,
relacionada com disfuncdo epididimaria e redugdo da fertilidade, podendo ocorrer em
amostras normais. A pseudogota é semelhante ao defeito anterior, mas ocorre na bainha
mitocondrial, sendo descrito inicialmente em touros Holandeses, tem carater de transmisséo
genética. (http:// http://penta3.ufrgs.br/veterinaria/celula/)

A discinesia ciliar priméaria se apresenta como uma série de anomalias que afetam
estruturalmente todas as células ciliadas do individuo afetado — espermatozoides, cilios das
vias respiratdrias. S8o relacionados a problemas na codificacdo genética. Em humanos é
relacionada com a sindrome de Kataganer (LEESTEMA e SEPSENWOL, 1980)
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4 CONCLUSAO

A avaliacdo do sémen, como o exame clinico e as outras etapas do exame androldgico, dos
reprodutores é indispensavel para atestar a aptiddo dos mesmos a monta natural ou coleta de
sémen em centrais de inseminacdo artificial ou até mesmo em fazendas. Deve ser realizado
periodicamente, visto que algumas alteraces podem ser transitorias e outras comprometem a
qualidade do ejaculado ou por diminuicdo da fertilidade ou por transmicdo genética de alguns
defeitos espermaticos indesejaveis.

Embora existam novas técnicas, as quais trazem mais facilidade com maior repetibilidade a
andlise, estas sdo limitadas ao uso em grandes centrais de inseminacdo devido ao custo
elevado e limitagbes quanto ao transporte e manipulacéo.

As avaliacdes de rotina, a campo ou em centrais de reproducdo séo realizadas ainda, na sua
grande maioria , por esfregaco corado em microscopia de campo claro, por preparagdo Umida
em microscopia de contraste de fases ou DIC. Deste modo é necessario o conhecimento das

caracteristias morfologicas e fisiopatoldgicas dos defeitos espermaticos.
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