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RESUMO - O objetivo da pesquisa foi comparar parametros relacionados ao
movimento espermatico de ejaculados aprovados e reprovados exclusivamente
devido a alta ocorréncia de gota citoplasmatica distal. Foram selecionadas 169
amostras de ejaculados para serem utilizadas no estudo. Destas, 25 foram
reprovadas devido a presenca de mais de 10% de gota distal e 144 foram
aprovadas em todos os parametros avaliados. A avaliacgdo da morfologia
espermatica foi realizada, contabilizando 200 células por amostra, utilizando
microscopio com aumento de 100x. Foram considerados aprovados os ejaculados
que apresentaram, de forma cumulativa, menos de 20% de células anormais,
menos de 5% de defeitos de cabeca, acrossoma, colo e peca intermediaria € menos
de 10% de alteracbes de cauda e presenca de gota proximal e distal.
Caracteristicas da  motilidade  espermética, avaliadas pelo sistema
computadorizado, foram obtidas de todos os ejaculados avaliados no estudo.
Ejaculados reprovados devido a alta ocorréncia de gota distal apresentaram menor
velocidade em linha reta (p=0,04), menor motilidade total (p=0,035) e progressiva
(p=0,004) quando comparados a ejaculados aprovados no exame morfologico. Os
resultados indicam que a alta ocorréncia de gota citoplasmatica distal influencia nos
parametros de movimento espermatico de reprodutores suinos.
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ABSTRACT - The aim of this study was to compare spermatic movement
parameters of ejaculates approved and rejected exclusively due to high occurrence
of distal cytoplasmic droplet. One-hundred-sixty-nine semen samples were selected
to be used in the study. Of these, 25 were rejected due to the presence of more than
10% of distal droplets and 144 were approved in all evaluated parameters.
Morphological examination was performed by counting 200 cells per sample using
microscope at 100x magnification. Ejaculates that presented cumulatively less than
20% of abnormal cells, less than 5% of head defect, acrosome, neck and mid-piece
defect and less than 10% of tail abnormality and occurrence of proximal and distal
droplets were considered approved. Information of sperm motility characteristics
evaluated by computer system was collected of all ejaculates evaluated by
morphological test. Rejected ejaculates due high occurrence of distal cytoplasmic
droplets presented lower velocity straight line (p=0.04) and lower total (p=0.035) and
progressive (p=0.004) motilities. These results indicate that high occurrence of distal
droplets influence in spermatic movement parameters of boars.

Palavras-chave - Duroc; ejaculate; sperm morphology; sperm motility.

Recebido em 22/08/2017
Aprovado em 03/10/2018



Gaggini et al. (2018)

45

INTRODUCAO

A presenca de espermatozoides
morfologicamente anormais no
ejaculado é um indicativo de nao
conformidade no processo de formacao
e maturacdo do espermatozoide, ou
ainda, no processamento do ejaculado,
preparacdo e armazenamento de doses
inseminantes  (Althouse, 1998). As
alteracoes dos espermatozoides
observadas no exame de morfologia
espermética podem ser denominadas
como alteracdes primarias, secundarias
ou terciarias. As primarias consistem em
defeitos de cabeca, acrossoma, colo,
peca intermedidria e cauda. As
secundarias sao relacionadas as que
ocorrem no epididimo, sendo
representadas  principalmente  pela
presenca de gota citoplasméatica. As
terciarias, que sado as iatrogénicas, sao
causadas em casos de erro de
preparacdo da amostra ou alteracdes
nas condicdbes ambientais, sendo
representadas por alteracées na cauda,
cabeca normal desprendida e
acrossoma destacado (Bonet et al.,
2012).

As alteracBes primarias ocorrem
em menor proporgao guando
comparadas as secundarias e terciarias
(Waberski et al., 1994), sendo as gotas
citoplasmaticas comumente observadas
durante a avaliacdo morfolégica (Briz e
Fabrega, 2013). Essas podem ser
notadas em duas posicdes na peca
intermediaria e, dessa forma, sé&o
classificadas como gota proximal,
quando proxima ao colo e cabeca, e
gota distal, quando presente na porcao
terminal da peca intermediaria. A gota
citoplasmatica distal €& considerada
menos importante do que a proximal
(Althouse, 1998), em termos de
comprometer a fertilidade in vivo e in
vitro do reprodutor. Por este motivo,
diversos manuais técnicos, livros e
estudos consideram esta alteracdo sem
significado patologico, ndo indicando a
reprovacdo de reprodutores que

apresentarem alta ocorréncia desta no
exame morfolégico (Fonseca et al,.
1992; Bortolozzo et al., 2005; Gonzalez-
Urdiales et al. 2006; Bonet et al., 2013;
CBRA, 2013).

Estudos indicam que a presenca
da gota citoplasmatica na peca
intermediaria pode causar aumento de
tamanho e flexdo da cauda (Fentic et

al., 2006; Cooper, 2011) e,
consequentemente, prejudicar 0
movimento da célula espermética

(Regan et al.,, 2012), reduzindo a sua
capacidade fecundante. As pesquisas
conduzidas referentes a importancia das
gotas citoplasmaticas abrangem os dois
tipos de gotas de forma conjunta (Regan
et al.,, 2012), nao identificando o efeito
isolado da gota citoplasmatica distal nos
parametros relacionados ao ejaculado e
a fertilidade do reprodutor. A fim de
verificar se a reprovacédo do ejaculado
devido a alta porcentagem de gota
citoplasmatica distal deve ser
considerada em centrais de
inseminacao artificial, o presente estudo
comparou 0s parametros relacionados
ao movimento espermatico de
ejaculados considerados aprovados e
reprovados devido a alta ocorréncia de
gota citoplasmatica distal no exame
morfologico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ejaculados de
132 reprodutores suinos de mesma
linhagem genética (Duroc), sexualmente
maduros, com idade média de 15,93 *
6,49 meses, intervalo de coleta meédio
de 5,77 + 3,55 dias, alojados na mesma
central de inseminacdo  artificial
(Greenhill Al Stud, Saskatchewan -
Canada) e submetidos ao mesmo
manejo alimentar e de coleta de sémen
(método automatizado, Collectis®, IMV).
O manejo dos animais na central de
inseminacao artificial foi realizado de
acordo com o Cddigo de Bem-Estar
Animal Canadense (NFACC, 2014).

Archives of Veterinary Science, v.23, n.4, p.44-50, 2018.



46

Alta ocorréncia de gota citoplasmatica distal altera parametros relacionados ao movimento

espermatico de reprodutores suinos

Cento e sessenta e nove
ejaculados foram avaliados quanto a
morfologia espermatica, sendo que
destes, 144 foram aprovados em todos
0s parametros avaliados e 25 foram
reprovados exclusivamente devido a
presenca de mais de 10% de gota
citoplasmatica distal. As anélises foram
realizadas por um técnico de laboratério
previamente treinado e adaptado a
rotina de avaliacbes da central de
inseminacdo artificial, no periodo de
outubro de 2015 e marco de 2016.

Para a preparacdo das amostras
para avaliacao da morfologia
espermética, 20 pL de sémen foram
adicionados a 1 mL de formol citrato
pré-aquecido a 36°C, no momento do
processamento do ejaculado. Uma gota
da amostra (20 pL), a temperatura
ambiente, foi depositada sobre lamina e
laminula e sua avaliacdo foi realizada
utilizando microscopio de contraste de
fase, com aumento de 100x e Oleo de
imersdo. Duzentas células foram
contadas e classificadas de acordo com
a morfologia espermatica: normal, gota
citoplasmatica proximal, gota
citoplasmatica distal, cauda enrolada,
cauda dobrada, cabeca anormal, defeito
de acrossoma, defeito de peca
intermediaria e de colo. Foram
considerados aprovados os ejaculados
gue apresentaram, de forma cumulativa,
menos de 20% de espermatozoides
anormais, menos de 5% de defeitos de
cabeca, acrossoma, colo e peca
intermediaria e menos de 10% de
alteracOes de cauda e presenca de gota
citoplasmatica proximal e distal.

As analises da cinética
espermatica foram realizadas por meio
de sistema computadorizado de analise
seminal (CASA; AndroVision®, Minitiib
GmbH). Para a avaliagdo, uma aliquota
do ejaculado in natura, previamente
homogeneizada, foi diluida em Beltisville
Thawing Solution (BTS), na proporcéo
de 1:9 (90 uL do ejaculado e 810 pL de

BTS pré-aquecido a 35 °C). A diluicdo
foi realizada em microtubos com 2 mL
de capacidade, utilizando pipeta
eletronica. Estes foram
homogeneizados cinco vezes antes da
avaliacdo e 3 pL da solucdo foram
introduzidos por capilaridade em camara
de contagem (20 pm profundidade, 4
camaras de contagem) pré-aquecida a
36°C. As amostras foram analisadas
individualmente, em microscépio com
20x de aumento. Foram avaliados oito
campos por amostra, seguindo direcao
retilinea de borda a borda da camara
Leja®, de forma que ndo houvesse
repeticdo dos campos avaliados.

Os parametros obtidos a partir de
cada ejaculado foram: motilidade
espermatica total, motilidade
espermatica progressiva (deslocamento
maior do que 4,5 um percorridos em
linha reta), amplitude do deslocamento
lateral da cabeca (ALH), amplitude do
deslocamento lateral da cabega em
relacdo a trajetéria média (BCF -
namero de vezes que a cabeca cruza a
direcdo do movimento), distancia
percorrida em linha reta (DSL), distancia

média percorrida (DAP), distancia
percorrida na trajetéria real do
espermatozoide  (DCL), velocidade

média percorrida (VAP), velocidade em
linha reta (VSL) e velocidade curvilinea
(VCL - velocidade da trajetoria real do
espermatozoide).

Todos o0s parametros foram
analisados quanto a normalidade pelo
teste  Shapiro-Wilk. As variaveis
porcentagem de gota distal, motilidade
total, motilidade progressiva, DSL, VAP,
VSL e VCL foram analisadas por meio
de analise ndo paramétrica, utilizando o
Teste de Wilcoxon. As variaveis ALH,
BCF, DAP e DCL foram analisadas
utilizando o Teste T. As analises foram
realizadas no programa estatistico
Action, versdo 2.8 (Estatcamp, 2014). A
significAncia estatistica foi considerada
guando p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A estatistica descritiva das
alteracdes morfoldgicas observadas nas
amostras de sémen dos grupos
considerados aprovado e reprovado
encontra-se na Tabela 1. As variaveis
porcentagem de gota distal, motilidade
total, motilidade progressiva, DSL, VAP,
VSL e VCL ndo apresentaram
distribuicdo normal (p<0,05) e, por este
motivo foram analisadas por meio de
analise ndo paramétrica. As variaveis
ALH, BCF, DAP e DCL apresentaram
distribuicdo normal (p>0,05) e foram
analisadas utilizando o Teste T.
Ejaculados reprovados no exame
morfolégico devido a presenca de mais
de 10% de gota distal apresentaram
menor motilidade total (p=0,035),
motilidade progressiva (p=0,004) e
velocidade em linha reta (VSL; p=0,04)
do que ejaculados aprovados no exame
morfologico (Tabela 2).
Tabela 1 — Anormalidades espermaticas observadas no grupo de reprodutores

suinos aprovados e reprovados exclusivamente por presenca de gota
citoplasmaética distal no exame morfoldgico.

Tabela 2 - Parametros espermaticos de ejaculados de reprodutores
suinos considerados aprovados e reprovados exclusivamente por
mais de 10% de gota distal no exame morfolégico.

Ejaculados aprovados Ejaculados reprovados
(£10% GD?Y) (>10% GD?)
. . p

Mi Md Max Me Mi

plz 13 14 a5 n Md Max Med
GD* 00 32 10, 40 11, 15 53, 203 <000

0 5 00 0 00 00 00 4 01
Mot 73, 88, 97, 88, 72, 87, 94, 85,8 0.035
T 10 89 46 18 16 65 01 7 ’
Mot 48, 78, 91, 76, 45, 70, 86, 70,7 0.004
ps 56 55 40 70 72 24 88 1 ’
DSL 13, 18, 29, 19, 13, 16, 21, 17,6 0.13
& 65 32 37 06 49 33 83 7 ’
VA 31, 47, 76, 47, 34, 45, 71, 48,2 0.60
P> 00 00 02 72 00 50 24 7 ’
VCL 40, 62, 126 67, 45, 65, 123 74,9 0.42
& 57 70 74 12 29 87 18 4 ’
VSL 29, 71, 83, 62, 29, 53, 74, 53,2 0.04
” 02 00 00 42 27 84 00 9 ’

Med DP16 Med p-

DP valor

ALH

2,82 1
8 8 0,5 2.90 0.64 0,63
BC
F 26,18 4,55 25,73 505 0,15
Bf\o“ 26,17 4,55 25,73 5.04 0,75
EE" 42,65 8,27 43,64 965 0,70

Parametro Ejaculados aprovados (%) Ejaculados reprovados (%)

S N =144 N =25

Lnsorfologlc i\/lm L\/Iax QIIed E)P Min Max Med DP

Defeito 00 400 o052 %7 o000 400 066 115

cabeca 0 4

Cauda 0,0 1,0

enrolada 0 8,50 0,34 7 0,00 3,00 0,34 0,69

Cauda 0,0 10,0 2,1

dobrada 0 0 1,51 6 0,00 9,00 2,82 2,47

Defeito 0,0 0,3

acrossoma 0 2,00 0,09 1 0,00 2,00 0,24 0,52
. 0,0 10,0 2,6 11,0 53,0 20,3 11,4

Gota distal 0 0 4,00 6 0 0 4 3

Gota 0,0 10,0 25

proximal 0 0 2,48 7 0,00 8,00 2,92 1,91

DefeioP® 3% 200 o011 0% 000 300 038 069

Defeito 0,0 0,3

colo 0 3,00 0,11 7 0,00 2,00 0,14 0,44

Total de 1,0 20,0 9.32 4,8 12,0 61,0 27,8 13,3

alteracdes 0 0 ! 7 0 0 4 1

IMinima; 2Méxima; *Média; “Desvio padrdo
5Pl = pega intermediaria

O efeito da motilidade total vem sendo
estudado mesmo antes da utilizacado do
CASA (Flowers, 1997) e a importancia
deste parametro na fertiidade é
bastante conhecido, sendo
correlacionados positivamente (Vyt et
al., 2008; Kummer et al, 2013;
Broekhuijse et al., 2012; Lima et al.,
2015; Flowers et al., 2016).

*Comparagao utilizando o Teste de Wilcoxon (p<0,05).
“ Comparagao utilizando o Teste T (p<0,05)

!GD - gota distal (%); 2MotT — motilidade espermatica total (%); *MotP
— motilidade espermatica progressiva (%); “ALH — amplitude do
deslocamento lateral da cabeca (um); SBCF - amplitude do
deslocamento lateral da cabeca em relagdo a trajetéria média (Hz);
SDAP - distancia média percorrida (um); ‘DCL - distancia percorrida na
trajetéria real do espermatozoide (um); DSL - distancia percorrida em
linha reta (um); °VAP - velocidade média percorrida (um/seg); °VCL -
velocidade curvilinea (um/seg); **VSL - velocidade em linha reta
(um/seg); *Min — valor minimo; **Md — mediana; **Max — valor maximo;
5Med — média; *DP — desvio padréo.

As pesquisas avaliando a
motilidade  progressiva sdo  mais
recentes, porém, demonstram uma
correlacdo positiva desta variavel com a
taxa de parto (Broekhuijse et al,. 2012),
sendo um indicador importante de
fertilidade de reprodutores (Kummer et
al., 2013). Dessa forma, a influéncia
negativa da gota distal na motilidade
espermatica total e  progressiva,
observada no presente estudo, pode
atuar como um fator limitante sobre a
fertilidade do reprodutor.

As variaveis relacionadas a
velocidade e ao deslocamento das
células espermaticas Vvém sendo
estudadas, mas néo se sabe ao certo se
todos os parametros obtidos pelo CASA
estdo envolvidos no processo de
fecundacéao (Didion, 2008). As
pesquisas envolvendo esses
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parametros apresentam  resultados
variaveis, porém, diversos estudos
relatam correlacdo positiva de VAP, VSL
(Flowers et al., 2016), ALH, BCF e VCL
(Kummer et al. 2013) com fertilidade e,
de ALH, BCF, VCL, VAP e VSL, com
tamanho de leitegada (Holt et al.1997).
Broekhuijse et al. (2012), que fizeram
analises diferenciadas dos parametros
relacionados ao movimento
espermatico, observaram que VCL e
BCF juntos explicaram 9% da variacdo
na taxa de parto. Estes indicadores
apresentaram correlagdo negativa (r=-
0,37 e r=-0,72, respectivamente), o que

indica que quanto maior esses
parametros, menor a taxa de parto do
plantel. VAP e VSL, que foram

correlacionadas positivamente com o
namero de nascidos totais, e ALH, que
foi correlacionado negativamente,
explicaram juntos 10% da variagédo
desta variavel.

No presente estudo, a maior
ocorréncia de gota distal ndo afetou os
valores de VAP, VCL, ALH e BCF, mas
diferiu entre o0s grupos testados,
apresentando menor valor de VSL para
amostras reprovadas. O efeito negativo
da alta ocorréncia de gota
citoplasmatica distal no parametro VSL
pode ser justificado pelo fato de que
esta anormalidade morfolégica acarreta
alteragcbes no movimento espermatico
(Regan et al., 2012).

CONCLUSAO

A alta ocorréncia de gota
citoplasmatica distal influencia
negativamente na motilidade total,

progressiva e velocidade em linha reta
dos espermatozoides e, por este motivo,
este parametro deve ser considerado
como causa de reprovacao na avaliacao
de ejaculados suinos.
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