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Apresentacao

A avaliacao espermatica tem como objetivo principal predizer o potencial de fertilidade de um individuo,
determinar, entre varios individuos, aqueles com maior fertilidade e estabelecer caracteristicas confidveis
que possam ser utilizadas como indicadores de fertilidade. Nesse sentido, a avaliacao da integridade do
acrossoma é um parametro que deve ser considerado na andlise de sémen, pois fornece informacoes
importantes sobrea a qualidade espermaética.

Sendo assim, esta publicacdo tem por objetivo apresentar e descrever a técnica de coloragdo com
peanut agglutinin (PNA) — isoticianato de fluoresceina (FITC) para avaliacdo da integridade acrossomal
em espermatozoides bovinos. Isto pode gerar informacdes sobre a qualidade de uma amostra de sémen,
auxiliando em biotécnicas reprodutivas, tais como inseminacao artificial e fecundacao in vitro.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
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Técnica de coloracdao com peanut agglutinin (PNA) —
isoticianato de fluoresceina (FITC) para avaliacao de
integridade do acrossoma de espermatozoides bovinos

José de Oliveira Carvalho Neto
Margot Alves Nunes Dode

Introducao

A fertilidade do macho depende da integridade funcional e estrutural da célula espermatica presente no
ejaculado, que, por sua vez, reflete-se na capacidade dessas células de fecundar e, consequentemente, nas
taxas de concepcao do rebanho.

Rotineiramente, a avaliacdo da fertilidade de uma amostra é realizada pela analise fisica e morfolégica do
sémen, que envolve concentracao, motilidade, vigor e morfologia espermatica. Entretanto, para ser capaz
de fecundar um ovécito, o espermatozoide, além de ter morfologia e motilidade normais, precisa passar por
dois importantes processos. O primeiro deles denomina-se capacitacdo espermatica e consiste na remocao
dos fatores decapacitantes da superficie da membrana plasmatica (MP). Ao final da capacitacao, a MP
torna-se bastante instavel e propensa a sofrer fusdo com a membrana acrossomal externa, processo esse
denominado de reacao acrossdmica. Estes eventos sdao essenciais para que ocorra a ligacdo e a passagem
pela zona pellcida durante a fecundacao (YANAGIMACHI, 1994). Entretanto, a integridade, tanto da MP
como do acrossoma, ndo pode ser avaliada pelos métodos convencionais de analise do sémen. Sendo
assim, o desenvolvimento de ensaios laboratoriais que contemplem outros aspectos da célula espermaética
tem sido o objetivo de diversos estudos, que visam uma melhor predicao da fertilidade. Nesse sentido, a
avaliacao da integridade do acrossoma é um parametro que deve ser considerado na andlise de sémen, pois
fornece informacdes importantes da qualidade espermaética.

Portanto, a presente publicacdo tem por objetivo apresentar e descrever a técnica de coloracao com
peanut agglutinin (PNA) — isoticianato de fluoresceina (FITC) para avaliacdo da integridade acrossomal em
espermatozoides bovinos.

Estrutura da célula espermatica

Cabeca

O formato da cabeca e as dimensdes do espermatozoide variam de acordo com a espécie. Nos bovinos e em
outras espécies domésticas, a cabeca possui forma arredondada e achatada. A cabeca espermatica consiste,
em sua maior parte, de um nucleo envolvido pelo envelope nuclear, e formado por uma massa condensada
de DNA, a cromatina (JOHNSON, 1994). Esta é sustentada inicialmente por histonas, ricas em lisina, que sao
substituidas pelas protaminas, ricas em cisteina (SETCHELL, 1993), o que ocorre principalmete na fase do
acrossoma e maturacao, durante a espermatogénese. Recobrindo até 2/3 da porcao anterior da cabeca, entre
o lado interno da MP e o nucleo, hd o acrossoma, uma estrutura vesicular contendo enzimas hidroliticas,

tais como a hialuronidase e a acrosina (JOHNSON, 1994). Esta estrutura é de grande importacia, pois é
responsavel pelas reacdes iniciais necessarias ao processo de fecundacao (BARTH; OKO, 1989), auxiliando
na penetracdo do espermatozoide no ovdcito.

O acrossoma localiza-se sobre o nucleo, na porcao anterior da cabeca do espermatozoide, sendo delimitado
pela membrana acrossomal interna e membrana acrossomal externa. A membrana acrossomal interna fica em
contato com a membrana nuclear, enquanto a membrana acrossomal externa estd em contato com o lado
interno da MP. Durante a reacado acrossémica, a membrana acrossomal externa e a MP se fundem, formando
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vesiculas com a liberacao do contetlido acrossomal. A membrana acrossomal interna e o segmento equatorial
persistem até a fusdo do espermatozoide com o ovécito (FLESCH; GADELLA, 2000), sendo o segmento
equatorial a porcdo que se fusiona inicialmente com a membrana do ovécito durante a fecundacdo (GARNER;
HAFEZ, 2004).

Na regidao pds-acrossomal encontra-se a parte posterior do ndcleo e microtibulos onde é formada a fossa de
implantacdo ou o colo em que a cauda é inserida (BARTH; OKO, 1989).

Figura 1. Representacdo esquematica da célula
espermatica. A: Espermatozoide. B: regides da cabeca
do espermatozoide. C: Reacdo acrossdémica. 1 —
Membrana plasmatica; 2 - Membrana acrossomal
externa; 3 — Contelido acrossomal; 4 — Membrana
acrosomal interna; 5 — Envelope nuclear; 6 — Nucleo;
7 — Anel nuclear; 8 — Mitocondrias; 9 — Regido
proximal da cauda (peca intermediéria); 10 — Fim

da peca intermediaria; 11 — Regido distal da cauda
(peca principal e terminal); 12 — Bainha fibrosa; 13

— Regido apical; 14 - Regido pré-equatorial; 15 -

Regido equatorial; 16 — Regido pés-equatorial; 17 —

Vesiculacdes formadas durante a reacdo acrossoémica
(GADELLA et al., 2001).

Cauda

A cauda ou flagelo do espermatozoide de mamiferos é constituida por colo e peca intermedidria, principal

e terminal. Assim como a cabeca, também pode variar entre as espécies em relacdo a tamanho e forma,

mas a estrutura geral é similar. No centro da cauda encontra-se o axonema central, composto por centriolos
arranjados sob forma de nove pares de microtibulos dispostos radialmente ao redor de dois filamentos
centrais (GARNER e HAFEZ, 2004). Entretanto, a medida que vao se tornando mais distais, os tubulos duplos
vao se dissociando e desaparecendo, sendo que o Ultimo a desaparecer é o tubulo central (BARTH; OKO,
1989). Recobrindo todas estas estruturas, encontra-se uma espiral de mitocdndrias (SETCHELL, 1993).

O colo, préximo a peca intermediaria, é a porcdo da cauda que se liga a cabeca do espermatozoide
(SETCHELL, 1993). Ja a peca intermediaria estende-se do ponto de unido com a cabeca espermatica (colo)
até o final da hélice mitocondrial. Na peca principal, desaparece a hélice mitocondrial, mas ha continuidade
dos filamentos do axonema e das fibras mais externas presentes na peca conectora, recoberta por uma
bainha fibrosa fenestrada (SETCHELL, 1993).

A peca terminal consiste apenas dos nove pares de microtubulos circundando os microtibulos centrais,
recobertos pela membrana plasmatica (GARNER; HAFEZ, 2004).

Importancia da integridade do acrossoma

A fecundacao é um complexo processo que depende da interacdo de um ovécito maduro e competente com
um espermatozoide mével, capacitado e capaz de sofrer a reacao acrossdémica (MOLNAROVA et al. 2006).
Somente o espermatozoide que passa corretamente pelo processo de capacitacdo e reacao do acrossoma,
sofrendo todas as alteracdes funcionais e estruturais, torna-se apto a fecundar o ovécito (AREEKIJSEREE;
VEERAPRADITSIN, 2007; GADELLA et al., 2001).

11
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O processo de capacitacao consiste da remocao ou alteracao de substancias que estabilizam a membrana
plasmatica do espermatozoide. Dentre os processos envolvidos, destacam-se modificacoes da fluidez

da MP e alteracdes do fluxo de ions e do pH intracelular, que estao associadas a reacao acrossomal.

Um dos componentes envolvidos neste processo é o colesterol, que é perdido durante a capacitacao,
iniciando o processo de desestabilizacdo da MP (TRAVIS; KOPF, 2002). Posteriormente a este processo de
desestabilizacao da MP, o espermatozoide torna-se apto a se ligar a zona peldcida (ZP).

A ZP do ovdcito consiste de uma camada extracelular constituida de glicoproteinas sulfatadas com diferentes
massas moleculares e funcdes, denominadas ZP1, ZP2 e ZP3. Estas proteinas sao sintetizadas pelo ovdcito
em crescimento e secretadas para formar estruturas de dimeros de ZP2 e ZP3, que possuem receptores
secundarios e primarios, respectivamente, e sao interligadas por ZP1 (PETERSEN et al., 2000).

Os espermatozoides capacitados ligam-se a receptores primarios de ZP3, e essa ligacdo induz a reacado do
acrossoma (Figura 2). A ligacao com a ZP3 provoca uma cascata de eventos, culminando com um aumento
intracelular de Ca+ +, pela liberacao de reservas intracelulares e a entrada de Ca+ + extracelular. O Ca+ +
age em fosfolipidios da membrana, ativando vérias substancias fusogénicas. Outro evento causado pelo
aumento de Ca+ + é a abertura do canal de sddio. Esta abertura permite a entrada de sédio e hidrogénio,
levando ao aumento do pH intracelular (GADELLA et al., 2001). Além da entrada de Ca+ +, do aumento de
pH e da producao de substancias fusogénicas, ocorre, ainda, um influxo de 4&gua com consequente aumento
da pressédo hidrostatica, auxiliando o inicio do processo de reacdo acrossémica (SILVA, 1998).

~ . 7 A s = : =
Durante a reag&o acrossomal, inicia-se o processo ADDS_ a reacdo, as vesiculas s&o
Antes do inicio da reagéo do]| | de fusé@o da membrana plasmatica com a membrana perdidas, expondo a membrana

ACrossomo, todas as | | acrossomal externa. A fusdo das duas membranas || acrosssomal interna. O segmento
membranas estéo intactas. resulta em vesiculagdes com formagé&o de poros, por equatorial e a membrana nuclear
meio dos quals enzimas acrossomais sao liberadas. \permanecem intactos.

Figura 1. Modelo ilustrativo da reacao acrossémica (Adaptado de SENGER, 2003)

Todas essas modificacoes levam a fusdao da membrana plasmatica do espermatozoide com a membrana
acrossomal externa, ocorrendo a abertura de poros e a saida de enzimas hidroliticas presentes no
acrossoma (Figura 3), sendo estas enzimas necessarias para auxiliar a passagem do espermatozoide pela ZP
(AREEKIJSEREE; VEERAPRADITSIN, 2007).

Apds a reacao acrossomal, outro receptor no espermatozoide é exposto, e este liga-se a outra glicoproteina
da membrana (ZP2). Com o auxilio das enzimas que foram liberadas do acrossoma, juntamente com o
movimento de hiperativacdo, o espermatozoide ultrapassa a ZP (SILVA, 1998).

Apds ultrapassar a ZP, a regiao equatorial do espermatozoide — ou ponto de fusao (PF) — ainda permanece
intacta. O espermatozoide, entdo jd no espaco perivitelinico do ovdcito, por meio do PF liga-se a membrana
plasmatica do ovécito, sendo incorporado ao citoplasma deste (AREEKIJSEREE e VEERAPRADITSIN, 2007).
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Zona pelucida —

Espaco
perivitelinico

ARPR — Regido promotora da
reagdo acrossdomica.

)

Membrana plasmatica
do espermatozoide

[AM — Membrana acrossomal
interna.

OAM — Membrana acrossomal

externa.

ZBR — Regido ligante da ZP. Superficie da ZP
Conteudo
acrossomal

Nucleo do espermatozoide

Figura 3. Modelo esquematico da ligacdo do espermatooide a ZP e inicio da reacdo acrossdmica (Adaptado de SENGER,
2003).

No entanto, se a reacao do acrossoma inicia-se antes da ligacao do espermatozoide a ZP, as enzimas sao
perdidas e o espermatozoide nao é capaz de fecundar o ovécito (GADELLA et al., 2001). Portanto, pode-se
considerar que quanto maior a porcentagem de células com acrossoma intacto em uma amostra de sémen,
melhor a qualidade desta amostra, pois contém maior nimero de espermatozoides aptos a fecundar.

Avaliacao da integridade acrossomal

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas com o objetivo de avaliar a porcentagem de espermatozoides com
acrossoma integro em uma amostra de sémen. Dentre as mais utilizadas, pode-se citar a dupla coloracdo com
azul de tripan e Giemsa (DIDION et al., 1989), diferentes técnicas de fluorescéncia, tais como LysoTracker
Gren DND-26 (LYSO-G) (THOMAS et al., 1997), anticorpos antiacrosina (THOMAS et al., 1997) e anticorpos
anti-hialuronidase (BACCETTI et al., 1999).

Outra forma de mensurar a integridade acrossomal é por meio do uso de lecitinas conjugadas. As lecitinas
conjugadas ligam-se a glucose, manose, galactose e N-acetilglucosamina, ou a outros carboidratos
especificos de glicoproteinas que estdao exclusivamente localizados no acrossoma. Dependendo da espécie

de mamifero, as lecitinas mais comumente utilizadas sao Psium sativum (Green pea) (PSA) ou Arachis
hypogaea (peanut; PNA) (SILVA; GADELLA, 2006), podendo citar ainda Triticum vulgare (WGA) (BAKER et
al., 2004; SILVA; GADELLA, 2006) ou Concanavalia ensiformis (ConA) (SILVA; GADELLA, 2006). Para a
visualizacdo em microscopia de epifluorescéncia, estas aglutininas devem ser conjugadas a fluoresceinas,

tal como o isoticianato de fluoresceina (FITC) (Baker et al., 2004) ou R-ficoeritrina (RPE) (GADELLA;
HARRISON, 2000). Estas lecitinas sdo impermedveis ao acrossoma intacto; portanto, a reacao acrossomal ou
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acrossoma danificado permite a entrada destas macromoléculas. O PNA liga-se a glicoproteinas da membrana
acrossomal externa e o PSA liga-se a componentes enzimaticos da matriz na luz do acrossoma, ligando-se
especificamente ao aclcar a-manosidade, encontrado no contelddo acrossomal (CROSS; MEIZEL, 1989;
SILVA; GADELLA, 2006).

Coloracao peanut agglutinin (PNA), isoticianato de fluoresceina (FITC), para avaliacdo da integridade
acrossomal.

Essa técnica permite distinguir os espermatozoides vivos e mortos com acrossoma intacto ou reagido,

e pode ser utilizada para sémen fresco ou congelado. Baseia-se na utilizacdo de um fluorocromo
(isoticianato de fluoresceina - FITC), conjugado a uma lecitina (peanut agglutinin - PNA) e associado a um
fluorocromo que tem afinidade pelo DNA (iodeto de propideo - IP). O PNA possui a capacidade de se ligar
a membrana acrossomal externa do espermatozoide com acrossoma reagido ou danificado. O IP penetra no
espermatozoide com membrana lesada, ligando-se ao DNA e indicando os espermatozoides vivos e mortos.

Material necessario

e Sémen fresco ou congelado

e Microscépio com fluorescéncia

® Filtro de comprimento de onda 494/517 excitacdo/emisséo
® Lamina

® Laminula

e Papel aluminio

¢ Oleo de imerséo

® Papel toalha

e Tubo tipo micrtubo para centrifuga
e Pipetas de 20 yL e 200 uL

® Ponteiras

e Contador de células

Reagentes

e Peanut agglutinin — Lecitin, FITC labeled from Arachis Hypogaea (Peanut); Sigma®.
e lodeto de propideo — Propidium iodide; Molecular probe®

e Formalina 40%; p.a.

e Cloreto de Sédio — NaCl; PM 58,44; p.a.

e Citrato de sédio — C6H5Na307; PM 294,10; p.a.

e Solucao salina fosfatada tamponada — PBS

Preparo do material

Apéds o descongelamento do sémen, retirar uma aliquota de 10 uL desse material e adicionar 30uL da solugcao
de trabalho de trabalho (descrita no item 7) em microtubo protegido da luz (envolto em papel aluminio),
deixando incubar por 10 minutos. Em seguida, colocar uma goticula sobre uma lamina e cobrir com laminula.
Pressionar suavemente a laminula com papel toalha, retirando o excesso da solucéao.

Imediatamente apds o preparo, as laminas devem ser avaliadas em microscépio de fluorescéncia, em filtro de
comprimento de onda 494/517 excitacao/emissao, com aumento de 40 a 100x sob 6leo de imercao. Para
esta avaliacdo, um campo deve ser selecionado, no qual os espermatozoides sao visualizados; inicialmente
em campo claro e, posteriormente, em fluorescéncia.

No campo claro, devem ser contados todos os espermatozoides presentes. Ao passar para a fluorescéncia,
devem ser contados quantos espermatoide estao visiveis. Os espermatozoides visualizados em campo



Técnica de coloracdo com peanut agglutinin (PNA) — isoticianato de fluoresceina (FITC) para avaliacdo de integridade do
acrossoma de espermatozoides bovinos

claro e que nao foram visiveis na fluorescéncia sao considerados vivos com acrossoma integro, pois nao
foram corados com o IP e/ou FITC-PNA. Os espermatozoides que foram visiveis em fluorescéncia podem
ser considerados vivos com acrossoma reagido (corados com FITC-PNA), mortos com acrossoma integro
(corados com IP) ou mortos com acrossoma reagido (corados com IP e FITC-PNA). Para cada lamina, deve
ser feita a contagem de um total de 200 espermatozoides, sendo estes classificados em quatro categorias:

1. Espermatozoides mortos com acrossoma intacto (espermatozoide corado de vermelho) (Figura 4);

2. Espermatozoides mortos com acrossoma reagido ou danificado (espermatozoide corado de vermelho com regido
acrossOmica corada de verde) (Figuras 4 e 5);

3. Espermatozoide vivo com acrossoma intacto (espermatozoides ndo sao observados em fluorescéncia, apenas em
campo claro) (Figura 5);

4. Espermatozoide vivo com acrossoma reagido ou danificado (espermatozoides apresentando contorno verde na
regido do acrossoma) (Figura 6).

Todo o preparo da lamina, bem como a leitura no microscépio, deve ser feito em ambiente escuro.

Figura 4. (A) Espermatozoide morto
com acrossoma integro, visualizado
em microscépio de epifluorescéncia.
Apresenta-se corado com iodeto de
A propideo (IP), mas com auséncia
da coloracao da conjugacao de
isoticianato de fluotresceina — FITC
(sonda fluorescente) com lecitina
de amendoim (peanut aglutinin —
PNA). (B) Espermatozoide morto
com acrossoma reagido, visualizado
em microscépio de epifluorescéncia.
Apresenta-se corado com IP e FITC-
PNA. Aumento de 80x.

Figura 5. Fotografia em microscopia de contraste de fase (1) e epifluorescéncia (2) do mesmo campo de leitura.
Espermatozoide vivo com acrossoma integro (A), visualizado no contraste de fase (1). Nao se apresenta corado com a
conjugacao de isoticianato de fluotresceina — FITC (sonda fluorescente) com lecitina de amendoim (peanut aglutinin —
PNA) e iodeto de propideo (IP) quando avaliado em epifluorescéncia (2). Espermatozoide morto com acrossoma reagido
(B), visualizado no contraste de fase (1). Apresenta-se corado com IP-PNA em epifluorescéncia (2), em aumento de 40x.
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Figura 6. Espermatozoide vivo com acrossoma reagido,
visualizado em microscépio de epifluorescéncia.
Apresenta-se corado apenas com isoticianato de
fluotresceina — FITC (sonda fluorescente) com lecitina
de amendoim (peanut aglutinin — PNA), em aumento
de 100x.

Preparo da solucdo de trabalho

A solucao de trabalho para coloracao de PNA-FITC deve ser preparada no dia e armazenada a 4°C até

o momento de uso. Para o seu preparo, sao utilizadas 4 solucdes estoques, que podem ser preparadas

previamente e mantidas a -20°C (solucéo | e Il) ou a 4°C (solucao Ill e 1V), sendo:

| — Solucao estoque de FITC-PNA

®* 9,2 mg FDA
e 20 mL PBS

Il - Solucao estoque de iodeto de propideo (IP)

e 10 mg IP
® 20 mL solucéo salina 0,9%

Il - Solucao estoque de formoldeido

e 4 mL de formalina 40%
® 96 mL de solucédo salina 0,9%

IV — Solucao estoque de citrato de sédio 3%

® 3 g citrato de sédio
e 100 mL solucéo salina 0,9%

Solucédo de trabalho

Solucdo | — 20 uL
Solucao Il - 10 uL
Solucao Ill - 10 uL
Solucéo IV - 960 uL
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acrossoma de espermatozoides bovinos

Estudo comparativo entre FITC-PNA, Azul de trypan e Giemsa

Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de identificar métodos /in vitro que melhor avaliem a
fertilidade de touros, dentre os quais a avaliacao da integridade de acrossoma. Esta avaliacdo pode ser feita
com o emprego de microscopia de luz ou de fluorescéncia. O corante vital azul de trypan, em associacao
com Giemsa, tem sido utilizado por muitos anos para avaliar a integridade do acrossoma. Mais recentemente,
corantes fluorescentes, como a associacado de IP e FITC-PNA, tém sido amplamente utilizados.

Com o objetivo de comparar duas diferentes técnicas para avaliacdo de integridade acrossomal, foi realizado
no Laboratério de Reproducao Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia um estudo em que se
utilizou uma técnica avaliada em microscopia de campo claro (dupla coloracdo com azul de tripan e Giemsa
— TBG, preparado de acordo com Silva, 1998) e outra em microscépio de epifluorescéncia (isoticianato de
fluoresceina — FITC e peanut agglutinin PNA).

Para isso, foi utilizado sémen criopreservado de 4 touros, sendo realizadas trés réplicas por touro. Em cada
réplica foram descongeladas trés palhetas, sendo feito um poo/ em microtubo para centrifuga. A partir deste
pool, foram removidas amostras para avaliacdo da integridade acrossomal com o emprego de coloracao para
campo claro (TBG) e para avaliacdo em microscépio de epifluorescéncia (FITC-PNA). Para cada amostra
foram contadas 200 células, e os dados foram comparados com a utilizacao do teste t.

A porcentagem de espermatozoides com acrossoma intacto foi maior (Figura 7; P<0,05) quando avaliada em
microscopio de campo claro (TBG), em relacao a avaliacao feita em microscépio de epifluorscéncia (FITC-PNA).

. . Figura 7. Comparacao entre azul de
W Porcentagem de espermatozoides vivos trypan e Giemsa (TBG) e isoticianata de

COoIm acrossoma integrﬂ fluoresceina (FITC) — peanut agglutinin
(PNA) a partir de espermatozoides
criopreservado de 4 touros (trés réplicas
por touro).

&b Diferem entre os grupos (P<0,05).

TBG PNA-FITC

Um segundo estudo foi realizado com o objetivo de comparar as duas técnicas, antes e apds a passagem

da amostra de sémen pelo gradiente de Percoll. Para isso, foi utilizado sémen congelado de 10 touros
Nelore. Inicialmente, uma palheta de sémen foi descongelada, sendo retirada uma amostra para avaliacdo da
integridade acrossomal pela técnica de FITC-PNA e outra para avaliacao pela técnica de TBG. O restante da
amostra foi depositado sobre 4 mL de gradiente de Percoll 45:90% e centrifugado a 700 g por 20 min. Apés
a centrifugacao, o pellet resultante foi lavado e homogeneizado e amostras foram retiradas para avaliacao da
integridade acrossomal.
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Em ambos os momentos, a avaliacdo com a técnica de FITC-PNA detectou menor porcentagem de
espermatozides com acrossoma integro do que TBG (Figura 8), sendo, portanto, a mais rigorosa. Além disso,
foi possivel identificar uma grande variacao individual entre touros na porcentagem de espermatozoides vivos
com acrossoma integro. Quando comparados individualmente todos os 10 touros, a técnica de FITC-PNA
apresentou valores numéricos da porcentagem de espermatozoides vivos com acrossoma integro inferiores a
técnica de TBG, antes (Figura 9) ou apés (Figura 10) a passagem pelo gradiente de Percoll. Isso comprova a
maior sensibilidade da técnica de FITC-PNA na deteccao de alteracGes acrossomais de espermatozoide bovino
criopreservado, independentemente do touro ou da passagem do espermatozoide por um processo de selecdo
espermatica.

Figura 8. Porcentagem

ETBG W®FITC-PNA de espermatozoides
70 - a vivos com acrossoma
integro, avaliados
pela coloracao de azul
de trypan e Giemsa
(TBG) e isoticianata de
fluoresceina (FITC) —
peanut agglutinin (PNA)
antes ou apds a passagem
pelo gradiente de Percoll
de espermatozoides
criopreservados de 10
touros.
b Diferem entre os
grupos (P<0,05).

Pré-Percoll (%) Pos-Percoll (%)

ETBG WFITC-PNA

27,8(20,1 W 44,3 41,4 256 19,1 [ 50.9| 40,6 | 53,5 35,1 J 42,3 | 35,8 [ 54,1| 39.9

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 9. Apresentacdo grafica descritiva da porcentagem de espermatozoides vivos com acrossoma integro avaliados
pela coloracdo de azul de trypan e Giemsa (TBG) e isoticianata de fluoresceina (FITC) — peanut agglutinin (PNA) antes da
passagem pelo gradiente de Percoll de espermatozoides criopreservados de 10 touros. *° Diferem entre os grupos (P<0,05).
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Figura 10. Apresentacdo grafica descritiva da porcentagem de espermatozoides vivos com acrossoma integro avaliados
pela coloracdo de azul de trypan e Giemsa (TBG) e isoticianata de fluoresceina (FITC) — peanut agglutinin (PNA) apds

a passagem pelo gradiente de Percoll de espermatozoides criopreservados de 10 touros. ** Diferem entre os grupos
(P<0,05)(P<0,05).

Consideracodes finais

Os estudos realizados pelo grupo do Laboratério de Reproducao Animal da embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia demonstraram que a técnica de FITC-PNA, utilizando-se uma sonda fluorescente para avaliacao
acrossomal, detecta uma maior porcentagem de espermatozoides com acrossoma reagido. Isso comprova que
a utilizacdao de uma sonda fluorescente apresenta maior sensibilidade na deteccao de alteragcdes acrossomais
em espermatozoides bovinos criopreservados do que a técnica de avaliacdo acrossomal em microscoépio

de campo claro, como o TBG. No entanto, é importante salientar que a integridade acrossomal ndo é o

Unico parametro espermatico necessario para que o espermatozoide tenha capacidade fecundante. Outras
caracteristicas, tais como motilidade, morfologia normal, integridade de membrana e cromatina também sao
importantes para que ocorra a fecundacao. Portanto, além da integridade acrossomal, outras caracteristicas
espermaticas também devem ser avaliadas, visto que somente o conjunto de varias caracteristicas espermaticas
pode fornecer informacdes mais precisas sobre a fertilidade de uma amostra de sémen.
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