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RESUMO - Este estudo teve como objetivo estudar as correlagdes entre a qualidade seminal com o teste
hiposmoético de sémen in natura de bovinos jovens da raca Composto Tropical Montana. Oito animais
foram classificados em aptos e 23 inaptos a reprodugdo, com idades variando de 18 a 22 meses, com base
nas diferencas observadas em relagdo ao perimetro escrotal e aos defeitos maiores e totais. N&do houve
diferenca entre os grupos em relacdo aos aspectos fisicos do ejaculado e o teste hiposmotico. Os
resultados do teste hiposmético se correlacionaram positivamente com os aspectos fisicos do sémen e
negativamente com o0s aspectos morfologicos do sémen. Com estes resultados conclui-se que o teste
hiposmético ndo foi eficiente em predizer a aptiddo reprodutiva de touros jovens da raca Composto
Tropical Montana.

Palavras-chave: andrologia; bovino; teste hiposmético.

ABSTRACT - This study aimed to study the relationships between semen quality and hypoosmotic test
in fresh semen of young Montana Tropical Compound bulls. Eight animals were classified as sound and
23 as unsound for breeding with 18 to 22 months old, based on the differences observed regarding scrotal
circumference, major and total spermatozoa defects. There was no difference between groups in physical
semen aspects and hypoosmotic test. The results of hypoosmotic test correlated positively with physical
semen aspects and negatively correlated with sperm morphology. According these results it was
concluded the hypoosmotic test did not efficient to predict the reproductive potential of Montana Tropical
Compound bulls.
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INTRODUGAO

Em 1994 teve inicio o programa Composto Montana
Tropical, comandado pela Agro-Pecuéaria CFM Ltda.
e pela Leachman Cattle Company, juntamente com
mais 20 franqueados espalhados por todo o territério
brasileiro (Leachman, 2000). O Montana Composto
Tropical possui uma genética que permite apresentar
indices produtivos mais préximos de racas européias
do que as zebuinas, e pode ser uma alternativa de
cruzamento em condigdes tropicais (Bueno et al.,
2008). O Montana é uma raga composta de 4 tipos
biologicos (NABC), segundo suas semelhancas de
tipo, fungdo, fisiologia, aspectos de crescimento e
reproducdo, sendo o grupo N composto de animais
Bos taurus indicus (Nelore, Guzera, Gir), 0 grupo A,
bovinos de origem ndo zebuina adaptados aos
tropicos (Bonsmara, Caracu, Senepol), o grupo B,
composto de animais Bos taurus taurus de origem
britanica (Aberdeen Angus, Hereford, Red Angus) e 0
grupo C, incluindo animais Bos taurus taurus de
origem na Europa continental (Charolesa, Limousin,
Simental) (Ferraz et al., 1999; Dias, 2000).

Larsson e Rodriguez-Martinez (2000) defendem a
idéia que diversos testes complementares podem ser
utilizados para uma primeira triagem em animais
jovens a fim de detectar futuros machos doadores de
sémen. A associagdo entre motilidade e morfologia
espermatica, no sémen de touros com bom
desenvolvimento testicular e libido normal, estdo
entre os principais critérios utilizados na avaliagdo
androldgica (Parkinson et al., 2004), mas é necessario
a utilizacdo de testes complementares para a
identificacdo de casos de subfertilidade (Kastelic e
Thundathil, 2008). Dentre os testes complementares,
0 teste hiposmoético é rotineiramente utilizado e
consiste no aumento de volume celular dos
espermatozlides  expostos a uma  solugdo
hiposmoética, associada a uma expansdo da membrana
plasmatica e consequente alteragdo das estruturas
utilizadas para a movimentacdo dos espermatozoides,
forcando o flagelo a curvar-se em espermatozdides
com a membrana intacta (Revel e Mrode 1994).
Adicionalmente, o teste hiposmético avalia a
atividade bioquimica da membrana intacta,
caracteristica necessaria aos processos de capacitacéo,
reacdo do acrossoma e fertilizacdo, apresentando,
portanto relagdo com a qualidade e fertilidade do
sémen de bovinos (Revel e Mrode 1994; Fraser et al.,
2005; Vera-Munoz et al., 2009). Este estudo teve
como objetivo estudar as correlacbes entre 0s
aspectos fisicos e morfolégicos do sémen com o teste
hiposmotico em sémen in natura de touros jovens da
raca Montana Tropical.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no municipio de Pontes
Gestal — SP, fazenda de propriedade da Agro-pecuéria
CFM Ltda., situada na Regido Noroeste do Estado de
Sé&o Paulo, latitude de 20-21° Sul e longitude de 50-
51° Qeste, com temperatura média de 24 °C e
precipitagdo pluviométrica anual de 1.189 mm?®. Os
animais, com idades variando de 18 a 22 meses,
foram criados em condicdo de pastagem,
predominantemente de capim Brachiaria decumbens
e colonido, até os 18 meses de idade, quando entdo
passaram a ser criados em regime de confinamento e
alimentados com silagem de milho e sorgo, sal
mineral e &gua ad libitum.

Foi realizado exame androl6gico em 31 animais, que
foram classificados como aptos ou inaptos a
reprodugdo de acordo com critérios do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998),
sendo que o grupo de animais inaptos a reproducéo

foram classificados somente quanto ao seu
espermiograma, nao sendo utilizados animais
considerados inaptos por outro achado clinico

reprodutivo, como: assimetria testicular, problemas
de casco ou aprumos, baixo perimetro escrotal,
vesiculite entre outros.

Apos a contencéo individual dos animais em troncos
apropriados foram realizadas a palpagdo das vesiculas
seminais (avaliacdo de tamanho, simetria, lobulacéo e
consisténcia para deteccdo de possiveis alteragdes) e
as mensuracdes testiculares. A obtengdo do perimetro
escrotal foi realizada com auxilio de uma fita métrica,
mensurando na regido mais larga do escroto apés leve
tracionamento ventro-caudal das gbnadas. Para
obtencdo do comprimento e largura testicular foi
utilizado um paquimetro, onde o comprimento foi
mensurado no sentido longitudinal da gbénada (dorso-
ventral), incluindo cabeca e excluindo a cauda do
epipidimo. A largura foi mensurada na maior porcao
da gbnada no sentido latero-medial.

O sémen foi coletado pelo método de eletroejaculagao
e para a avaliagdo fisica do sémen foram analisadas as
seguintes caracteristicas: volume (mL), densidade
(aquoso,  opalescente, leitoso e  cremoso),
turbilnonamento  (0-5), motilidade espermatica
progressiva retilinea (%) e o vigor espermatico (0-5).
Uma gota de sémen foi colocada em uma lamina
previamente aquecida a 37°C. Em aumento
microscépico de 10x, foi avaliado o turbilhonamento
(movimento espermatico em massa). Posteriormente,
uma gota de sémen entre lamina e laminula
previamente aquecidas a 37°C e em aumento de 400X,
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foram avaliados a motilidade espermatica progressiva
retilinea e o vigor espermético (CBRA, 1998).

Em um tubo contendo 1mL de formol-salino
tamponado (Hancoch, 1957) foram acondicionadas
aliquotas do ejaculado para posterior analise
morfolégica dos espermatozoides por meio de
preparacdo Umida, com auxilio de microscopia de
contraste de fase em aumento de 1250x (sob uma gota
de 6leo de imersdo). Foram entdo avaliadas 400
células por ejaculado, determinando o percentual de
espermatozoides normais e de anomalias de
acrossoma, cabega, peca intermediaria e cauda e
classificados em defeitos espermaticos maiores,
menores e totais, conforme os critérios utilizados por
Blomm (1973) e os animais do presente experimento
foram entdo classificados em aptos (70% de
motilidade  espermatica  progressiva,  defeitos
espermaticos maiores inferiores a 15% e defeitos
espermaticos totais inferiores a 30% de anomalias) e
inaptos a reproducdo (padrdes fisicos inferiores e
percentuais de anomalias espermaticas acima do valor
padrdo dos aptos).

O teste hiposmético foi realizado conforme protocolo
adotado por Revell e Mrode (1994). O teste consistiu
em incubar 10 pL de sémen por 1 hora a 37 °C em 1
mL de solugdo hiposmdtica. A solugdo hiposmotica
teve a seguinte composicdo: 7,35g de citrato de sédio,
13,51g de frutose em 1 litro de agua destilada. Depois
do periodo de incubagdo foram acrescentados 0,5 mL
de formol salina para a fixagdo dos espermatozoides e
posteriormente realizada a analise em microscopia de
contraste de fase. Foram contabilizados 100
espermatozoides em aumento de 1000 X e obtido o
percentual de espermatozoides que tiveram seu
flagelo curvando-se junto a membrana expandida,
para depois ser calculada a percentagem de
espermatozoides reativos, subtraindo do percentual de
defeitos de cauda registrado no sémen in natura
(MELO e HENRY, 1999).

Para a andlise estatistica foi utilizado o software
SAEG versdo 9.1.(SAEG-UFV, 2007). Analises
descritivas quanto as médias e desvios-padrdes foram
feitas para todas as caracteristicas. O teste Lilliefors
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foi utilizado para verificacdo de normalidade dos
dados das variaveis estudadas. A homogeneidade das
variancias foi estudada, utilizando-se o teste de
Cochran-Bartlett. A andlise de variancia foi utilizada
para se detectar as diferencgas entre 0s animais aptos e
inaptos a reproducdo em relacdo as caracteristicas
fisicas e morfolégicas e o teste hiposmético. As
diferencas foram detectadas quando houve efeito pelo
teste F (5%). O teste de Wilcoxon (5%) foi realizado
para a analise do efeito dos grupos androlégicos para
todos os aspectos fisicos estudados. Correlagdes
simples de Pearson (5% de significancia) foram
realizadas entre todas as variaveis estudadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os touros foram divididos em dois grupos; com oito
classificados como aptos e 23 inaptos a reproducéao
apo6s exame androldgico. O grupo de animais aptos a
reproducdo apresentou o0s maiores Vvalores de
perimetros escrotais (p<0,05) (Tabela 1). De acordo
com as tabelas de classificacdo dos animais em
relacdo ao perimetro escrotal preconizadas pelo
Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA,
1998), a média de perimetro escrotal dos animais do
presente estudo (35,7+2,5 cm) foi considerada boa
para a mesma faixa etaria comparando com taurinos
(31237 cm), e excelente quando a comparagéo é com
0s touros zebuinos (acima de 31,5 cm), além de ser
superior as médias descritas por outros autores para a
mesma faixa etaria em touros jovens da raca Nelore
(Troconiz et al., 1991; Valentim et al., 2002; Brito et
al., 2004, Silveira et al., 2010) e animais cruzados
(Bos taurus indicus x Bos taurus taurus) dos 20 aos
24 meses de idade (Valentim et al., 2002). Fernandes
Junior & Franceschini (2007) obtiveram média de
perimetro escrotal semelhante ao presente estudo,
com 35,4 cm em animais da mesma faixa etéria. Ja
Pinho et al. (2012), avaliaram 52 touros da raca
Montana, observando médias maiores as do presente
estudo (39,7+2,1 e 37,2+3,0 cm, para animais aptos e
inaptos, respectivamente), porém em animais na faixa
etaria de 22 a 33 meses.
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Tabela 1 - Percentual de espermatozoides reativos em solugcdo hiposmética e aspectos fisicos e morfolégicos do sémen in natura
de touros jovens da raga Composto Tropical Montana, classificados em aptos e inaptos a reproducdo

Parametros Touros
Aptos Inaptos Geral
NUmero de animais 8 23 31
Perimetro escrotal (cm) 37,2+2,7% 35,2+2,2° 35,7+2,5
Teste hiposmético (%) 60,1+22,1% 52,3+19,1% 54,3+19,8
Aspectos fisicos
Motilidade espermatica (%) 70,0+15,12 63,9+16,32 65,5+16,0
Vigor espermatico (0-5) 3,2+0,4% 2,9+0,6% 3,0+0,5
Turbilhonamento (0-5) 1,3+1,1% 0,5+0,8% 1,2+1,1
Aspectos morfolégicos
Defeitos de Cauda (%) 3,0+2,28 8,448,3" 3,9+44
Defeitos Maiores (%) 16,5+5,6° 45,7+14,5° 38,2+18,2
Defeitos Menores (%) 3,7+2,2% 6,2+3,9° 5,6+3,7
Defeitos Totais (%) 20,2+6,4° 51,9+14,7% 43,7+£19,1

3D = Jetras minGsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca (p<0,05) pelo teste F a 5%. =

ABC = letras mailsculas

diferentes na mesma linha indicam diferenca (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon a 5%.

Foram detectadas diferencas entre as médias de
defeitos esperméticas maiores e totais dos ejaculados
de touros jovens aptos e inaptos a reprodugdo
(p<0,05), o que era esperado, devido a morfologia
espermatica ter sido o principal critério utilizado para
a classificacdo androldgica. Contudo, 0s grupos ndo
diferiram em relacdo aos aspectos fisicos do
ejaculado (Tabela 1), ao contrario de Pinho et al.
(2012), que observaram diferengas na motilidade
espermatica (73,1+£9,3 e 53,0+20,0%, para animais
aptos e inaptos, respectivamente), o que logicamente
refletiu nas diferengas também observadas por estes
autores na morfologia espermaética, principalmente
nos defeitos totais, com 18,7+7,4% para animais
aptos e 72,8+24,0 para 0s animais considerados como
inaptos a reproducdo. Fernandes Junior &
Franceschini (2007) observaram resultados
semelhantes ao presente estudo em relagdo aos
defeitos espermaticos totais (19,7% para touros aptos
e 51% para touros inaptos).

Brito et al. (2004) estudando maturidade sexual em
touros da raca Nelore de 18 a 22 meses, utilizando
também microscopia de contraste de fase, observaram
média de motilidade espermatica progressiva retilinea
mais baixa (55%) de touros jovens maturos
sexualmente, mas obtiveram médias de percentuais de
defeitos espermaticos maiores (16,8%), menores
(8,8%) e totais (24,4%) muito semelhantes ao
presente experimento. Silveira et al. (2010) utilizando
5.903 touros da raca Nelore criados extensivamente,
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com média de 21 meses de idade entre os anos de
1999 e 2003, observaram 69,5% de motilidade
espermatica progressiva retilinea, valor semelhante ao
presente estudo. Entretanto, ao se comparar 0S
aspectos morfoldgicos, Silveira et al. (2010)
observaram 15,8% de defeitos espermaticos maiores e
22,1% de espermaticos totais, valores estes inferiores
ao presente experimento, pois os autores verificaram
78,3% de animais maturos sexualmente.

N&o houve diferenca entre animais aptos e inaptos a
reproducdo em relacdo aos resultados do teste
hiposmoético (p>0,05) (Tabela 1), sendo que os
principais tipos de dobramentos observados no
presente estudo podem ser visualizados na figura 1. A
média do percentual de espermatozoides reativos ao
teste hiposmoético foi baixa quando comparada as
observadas por outros autores, como Martins et al.
(2011) utilizando 6 touros adultos da raca Nelore
observaram 60,3% de espermatozoides reativos ao
teste hiposmotico em sémen in natura e 30,8% para o
sémen congelado, demonstrando os danos causados a
membrana  plasmatica  pelo  processo  de
criopreservacdo. Vera-Munoz et al. (2009) utilizando
touros adultos mesticos de uma central de
inseminacdo, obtiveram média de 68,1% de
espermatozoides reativos no teste hiposmético em
sémen in natura, e 488% em sémen
congelado/descongelado.



Acta Veterinaria Brasilica, v.6, n.3, p.192-198, 2012

Figura 1. Principais tipos de dobramentos de cauda verificados apds o teste hiposmotico. Espermatozoide ndo reativo (A) e
reativo (setas; B, C, D e E).

Médias superiores de espermatozoides reativos
podem ser explicadas pelo melhor funcionamento dos
testiculos e epididimos na formacéo e maturacdo da
membrana plasmatica dos espermatozoides de touros
adultos, bem como a auséncia de repouso sexual. A
cauda do epididimo tem a funcdo de manter os
espermatozoides viaveis e fagocitar os defeituosos e
0s espermatozoides considerados mortos liberam
enzimas que podem interferir na viabilidade dos que
irdo permanecer no epididimo (Jones, 2004),
causando danos a membrana plasmatica dos
espermatozdides (Marengo, 2008), o que pode
justificar as médias baixas de espermatozoides
reativos ao teste hiposmatico neste experimento, visto
gue alguns animais poderiam estar em fase de
repouso sexual.

Outro fator importante que deve ser levado em
consideracéo para se poder explicar os resultados do
teste hiposmético € a maturacdo da membrana
plasmética dos espermatozoides. Lunstra e
Echterncamp (1982) utilizando um teste de
integridade  fisica da membrana  plasmética
observaram diferenca entre a percentagem de
espermatozoides anormais no exame morfolégico do
sémen antes e depois da puberdade, mas nao

verificaram entre os espermatozoides viaveis no teste
supravital (eosina-nigrosina). O que pode ter ocorrido
de maneira semelhante ao presente estudo, porque os
touros jovens inaptos a reproducdo encontravam-se na
fase final da puberdade, onde se aproximavam da
maturidade seminal e sexual. Isto é comprovado
guando se analisa os tipos mais freqiientes de defeitos
espermaticos encontrados na analise morfologica do
sémen dos touros jovens classificados como inaptos a
reproducdo. Os tipos mais frequentes observados por
estes autores foram gotas citoplasmaticas proximais,
problemas acrossomais e caudas dobradas, defeitos
espermaticos freqiientemente observados em touros
jovens no final da puberdade (Parkinson, 2004).

Corroborando com Silveira et al. (2010) foram
observadas correlagdes medias e negativas dos
aspectos fisicos com os morfoldgicos do sémen
(p<0,05) (Tabela 2). Uma correlagdo média e positiva
do perimetro escrotal com o vigor espermético e
médias e negativas com o0s percentuais de defeitos
menores e totais (p<0,05) foram observadas (Tabela
2), com valores semelhantes aos observados por
Silveira et al. (2010) e Dias et al. (2008).

Tabela 2 - Correlagdes simples de Pearson entre o teste hiposmdtico e os aspectos fisicos e morfolégicos do sémen in natura de

touros jovens da raca Composto Tropical Montana

PE MOT VIG DEFM DEFMen DEFT HIPO

PE 1 NS 0,30 NS -0,49 -0,34 NS
MOT 1 0,84 -0,12 -0,55 NS 0,44
VIG 1 NS -0,47 -0,31 0,34
DEFM 1 NS 0,98 -0,37
DEFMen 1 0,35 -0,35
DEFT 1 -0,42

HIPO 1

PE= Perimetro escrotal (cm); MOT= Motilidade espermatica progressiva retilinea (%); VIG= Vigor espermatico (1-5); DEFM=
Defeitos maiores dos espermatozdides (%); DEFMen= Defeitos menores dos espermatozoides (%); DEFT= Defeitos totais dos
espermatozdéides (%); HIPO= Espermatozdides reativos ao teste hiposmotico (%).

*NS = ndo significativo. p>0,05.
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Foram observadas correlagbes médias positivas e
negativas entre os resultados do teste hiposmotico
com os aspectos fisicos e morfolégicos (p<0,05)
(Tabela 2). Os percentuais de espermatozoides
reativos ao teste hiposmético se correlacionaram com
a motilidade espermatica progressiva retilinea e o
vigor espermético com valores positivos e médios
(r=0,44 e r=0,34, respectivamente), corroborando
com os achados de Siqueira et al. (2007) (r=0,21)
utilizando sémen congelado, e sendo inferiores aos de
Vera-Munoz et al. (2009) com uma correlagdo alta e
positiva em sémen congelado (r=0,96). Martins et al.
(2011) também observaram correlagdes médias e
positivas dos resultados do teste hiposmotico em
sémen congelado com a motilidade espermatica
progressiva retilinea e o vigor espermatico ap6s o
descongelamento (r=0,38 e r=0,34, respectivamente),
demonstrando que quanto maior a integridade
funcional da membrana plasmatica, melhor os
aspectos fisicos do sémen. Os aspectos morfoldgicos
do sémen correlacionaram com os resultados do teste
hiposmético com valores médios e negativos (Tabela
2), demonstrando que quanto maior o percentual de
defeitos espermaticos no sémen, menor a integridade
bioquimica da  membrana  plasmética  dos
espermatozdides.

CONCLUSAO

Com estes resultados podemos concluir que a
integridade bioquimica da membrana plasmatica dos
espermatozoides medida pelo teste hiposmético ndo
foi eficiente em predizer o potencial reprodutivo de
touros jovens da raga Composto Tropical Montana. O
teste hiposmotico pode ser uma importante
ferramenta na avaliagdo do sémen, visto as
correlagBes favoraveis com os aspectos fisicos e
morfolégicos do sémen, os principais critérios de
avaliacdo do sémen de reprodutores.
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