Biblioteca - Unemat - PLA

QT

00013943

" BIBLIOTECA |
UNEMATo=

Campus Universitario de Pontes e Lacerda-MT
RGN*®°_ (39475
| Data _25 7 0¢__ 12aN

( ) Compra () Doacgao () Permq!a ]




UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO
DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA

MIGRACAO ESPERMATICA EM BOVINOS

Autora: Elieth Cindida de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Tadeu Capovilla

"Trabalho de Conclusio de Curso de
graduagdo em Zootecnia, apresentado ao
Departamento de Zootecnia da
Universidade do Estado de Mato Grosso —
Campus Universitario de Pontes e Lacerda,
como parte das exigéncias para obtengdo
do titulo de BACHAREL EM
ZOOTECNIA™.

PONTES E LACERDA
JULHO/2008




-

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO
DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA

MIGRACAO ESPERMATICA EM BOVINOS

Autora: Elieth Cindida de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Tadeu Capovilia

"Trabalho de Conclusio de Curso de
graduagio em Zootecnia, apresentado ao
Departamento de Zootecnia da
Universidade do Estado de Mato Grosso —
Campus Universitario de Pontes e Lacerda,
como parte das exigéncias para obtengio
do titulo de BACHAREL EM
ZOOTECNIA”.

PONTES E LACERDA
JULHO/2008



DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA

i

1

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO
MIGRACAO ESPERMATICA EM BOVINOS

Autor (a): Elieth Candida de Oliveira

W Prof. Dr. Luie-€arlos Tadeu Capovilla

Membro: Prof. I@%eﬁndre Agostinho Mexia

-

W Dr*. Jocilaine Garcia

PONTES E LACERDA
JULHO/2008




Jamais desanime

Embora sua dor pareca insuportavel e sem remédio,

ela ha de terminar,

e a alegria voltara a brilhar em seu coragéo.

Nio ha noite eterna a qual nio suceda a luz de um dia radiante.
Dos sofrimentos passados,

conservamos apenas uma lembrancga quase apagada.

Assim acontecera amanhi com os sofrimentos de hoje.
Entregue tudo ao tempo, que, com sua mio compassiva,

balsamizara todas as suas dores.

Autor: Luiz Carlos Pastorino.
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MIGRACAQ ESPERMATICA EM BOVINOS

Resumo - A Inseminagio Artificial (IA) é uma biotecnologia fundamental para o
melhoramento genético do rebanho bovino. Entrefanto, uma das maiores causas da
infertilidade associada a falhas na IA e repetigdo do cio refere-se ao local de deposicio
correta do sémen no corpo uterino. O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade
de haver migracio espermdtica entre os cornos uterinos, confirmando ou ndo a
importincia do local exato da deposigdo do sémen. Foram realizados dois experimentos,
totalizando 10 vacas; no primeiro experimento foram utilizadas 6 vacas, sendo 3
inseminadas no corno uterino direito ¢ 3 no esquerdo, no segundo experimento foram
utilizadas 4 vacas e sendo empregado o mesmo procedimento do primeiro. Apés 7 dias
da IA, em ambos os experimentos, os animais foram submetidas a coleta ndo cirdrgica
de embriGes, recolhidos nos cornos uterinos separadamente com o proposito de verificar
se houve migraglo espermatica, através da fertilizagdo dos ovodcitos contidos no corno
contralateral a2 IA. Ne presente trabalho verificou-se que houve migragiio espermatica,
em 50% das vacas utilizadas, sendo a maioria das estruturas encontradas no corno
uterino esquerdo (57%), tendo relagdo nos experimento um e dois, de 62:38 ¢ 52:38

(esquerdo:direrto), respectivamente.

Palavras-chave: embrifo, fertilidade, inseminagio artificial, reprodugio




1. INTRODUCAO

Ha uma grande expectativa de crescimento da pecuaria de corte no Brasil, ndo s6
pelo aumento do mercado nacional, mas também pela inser¢io de nosso pais no
mercado mundial da carne bovina. No entanto, é fundamental que se elevem os indices
de produgdo e a eficiéncia reprodutiva do rebanho, para garantir maior retorno

econdmico aos produtores (Barros & Ereno, 2004).

O melhoramento genético, baseado na selecio de individuos, possibilita o
aumento da produtividade da carne e do leite. Assim, a eficiente multiplicagiio de
animais superiores por biotécnicas da reprodugfio proporciona maior retorno econdmico

a atividade (Baruselli & Seneda, 2006).

A Inseminagio Artificial (IA) é uma biotecnologia fundamental para o
melhoramento genético do rebanho bovino. Um dos principais fatores que determinam
o sucesso de um programa de IA é a detecglio de cio, o qual necessita de técnicos
treinados e aperfeigoados (Barros, 2008).

Gwazdauskas et al. (1980) relacionam a fertilidade a IA, podendo esta ser
aumentada quando executa-se a IA somente em vacas em estro, utilizando-se adequados
procedimentos na descongelagio do sémen, depositando-se o sémen no utero,
massageando-se o utero € o clitoris apds a inseminagdo e quando as vacas inseminadas
sdo mantidas a temperaturas abaixo de 23°C no dia seguinte a inseminagdo.

Vanzin (2002) declara que por ser a técnica de inseminacio artificial um método
de reprodugfo totalmente realizado pela mio do homem, hé a necessidade de adotar-se
meios rigorosamente corretos, além do que, a orientagio e a assisténcia técnica sio

condigdes indispensaveis para qualquer programa de inseminagio artificial.



Diniz (1996) questiona o porqué das falhas das IAs, destacando trés como os de
maior importincia, em termos de rebanho: vacas nfo aptas a reprodugdo; sémen infértil
¢ técnica usada na JA. As falhas técnicas mais fregiientes podem ser enumeradas ;Jela
observagdo ineficiente do estro, pelo método de descongelagio do sémen, pelo local de
deposi¢do do sémen no aparelho reprodutivo da fémea e pela falta de higiene.

O termo migragdo espermatica refere-se a migra¢io dos espermatozoides do local
que fol inseminado ou em monta natural, até o local onde ocorre a fertilizagdo. Esta

migracdo estd diretamente relaciona com as taxas de prenhez (Lopez-Gatius, 1996),

Em fungio desses fatores apresentados e como ha poucos estudos relacionados a
migragio espermdtica, o presente estudo objetivou avaliarl a possibilidade de haver
migragdo espermatica entre os cornos uterinos, confirmando a importincia ou nio do
local exato da deposigio do sémen, com intuito de amortizar possiveis perdas

relacionadas a técnicas empregadas durante este processo.



2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistema reprodutive feminino

O sistema genital da fémea esta localizado na cavidade pélvica sendo delimitado
cranialmente pelos ossos do ileo, caudalmente pelos isquios e os limites superiores e
inferiores estabelecidos pelos ossos do sacro e¢ da sinfise pélvica, respectivamente
(Souza, 2001).

Os 6rgios reprodutivos femininos compdem-se de ovarios, tubas uterinas, tero,
cérvice uterina, vagina, vestibulo e vulva (Figura 1), cada uma com suas respectivas

fungées (Hafez, 1995).

Corno uterino

Qvario
Utero

Aberttira da cérvix

Vagina

Vestibulo
Clitovis

Vulva

Figura 1. Orgdos genitais femininos. Fonte: Adaptado de Hafez (1995).

2.1. 1 Ovarios

E um orgio par de forma varidvel encontrado dorsalmente na cavidade

abdominal proximo ao bordo pélvico apresentando fungdio celular e endocrina.



Apresenta uma parte cortical externa com estruturas funcionais tais como foliculos,
corpo luteo e corpo hemorragico e estruturas vestigiais tais como o corpus fibrosium e
corpus albicans (Moraes, 2001). |
De acordo com Valle (1991), os ovarios quando atuam como glandula endécrina,
produzem os hormonios esteréides, denominados estradiol e progesterona. O estradiol é
produzido pelos foliculos em desenvolvimento, e a progesterona pelo corpo liteo.
Segundo Kolb (1987), os ovarios apresentam trés fungdes principais, a formagio
dos ovdcitos capazes de fecundagdo, formagio de hormdnios do cio (estrogeno) e a

formagfo dos corpos luteos que secretam a progesterona.

2.1.2 Tubas uterinas

Sdo tubos pares convolutos que conduzem os Ovulos de cada ovérié para o
respectivo corno do Utero e s@o o local comum de fertilizagdo dos évulos pelos esper-
matozoides. A parte da tuba uterina adjacente ao ovério ¢ ampliada e forma uma
estrutura semelhante a um funil denominada infundibulo. Este parece exercer papel
ativo na ovulagio, pelo menos o de envolver parcial ou completamente o ovario e

dirigir o dvulo para a tuba uterina (Frandson et al., 2005).

2.1.3 Utero

O utero ¢ o orgdo central para a reprodugo, altamente capacitado e adaptado a
reconhecer ¢ nutrir o produto da fertilizagio, desde a implantagio até o parto. Apresenta
uma série de fungdes, que sfio essenciais para a reprodugdo, sendo as principais;
transporte e capacitagdo de espermatozoides durante o percurso até a tuba uterina;
favorecimento do desenvolvimento inicial do embrifio, sua implantagiio e crescimento

do feto durante a gestagio, contragdes durante o parto; controle da fungfo luteal,




mediante mecanismos luteoliticos causados pela prostaglandina F.a (PGF2a),

produzindo pelas células endometriais, provocando a regressdo luteal (Martin, 2003).

2. 1.4 Cérvice uterina

E uma porgdo musculosa, de paredes espessas e rigidas, tendo como principal
funcio protejer o feto contra os agentes do meio externo, produzindo, sob a agfio da
progesterona, uma secregdo gelatinosa que forma o tampéo mucoso, atua também como
seletor de espermatozoides através das secregGes que surgem durante o cio (Moraes,
2000).

O muco cervical consiste de macromoléculas de mucina de origem epitelial, que
sdo compostas de glicoproteinas contendo 25% de aminoécidos e 75% de carbotidratos.
As modificagOes ciclicas qualitativas do muco cervical durante o ciclo estral e as
variagGes ciclicas na disposi¢do e viscosidade destas macromoléculas provocam )
alteragdes periddicas na penetrabilidade dos espermatozoides no canal cervical. Sob a
influéncia dos estrogenos as macromoléculas de glicoproteinas do muco sfo de tal
modo orientados que o espaco entre elas medem de 2 a 5p. Na fase luteinica, os espagos
da rede de macromoléculas tornam-se cada vez menores. Assim, durante o cio e a
ovulagdo, o grande tamanho das malhas, permite o transporte de espermatozodides
atraves da rede de filamentos e do canal cervical (Hafez, 1995).

Para Valle (1991), a liquefagio desse tampio mucoso e a dilatagio da cérvice
uterina ocorrem durante o cio, permitindo assim a passagem do ejaculado para o utero e
a penetragdo da pipeta de inseminagfo. Convém lembrar que a céivice é o ponto de
transigdo entre 0 meio semi-estéril do Utero e a regido freqiientemente contaminada da

vagina.




2.1.5 Vagina

A vagina € por¢do do canal do parto localizada no interior da pelve, entre o utero
(cranialmente) e a vulva (caudalmente). A vagina atua como uma bainha para o péni; do
macho durante a copula. Ela ¢ delimitada inteiramente por epitélio estratificado
escamoso, que é glandular (Santos & Ferrazzoli, 1999).

Existem diferengas interespecificas nas altera¢des vaginais durante o ciclo estral,
que provavelmente refletem diferentes niveis de secregio de estrogeno e progesterona e
mesmo de gonadotrofinas. As contragSes vaginais representam importante papel nas
respostas psiquicossexuais e possivelmente no transporte espermatico. A contracio da
vagina, Utero e trompa é ativada pelo fluido secretado na vagina durante o estimulo pré-
coital (Hafez, 1995).

O pH da secregdo vaginal ndo é favordvel aos espermatozéides. Uma complexa
interagdo do muco cervical, da secregio vaginal e do plasma seminal induz um sistema
tampdo que protege 0s espermatozoides até que eles sejam transportados através de

micelas do muco cervical (Hafez, 1995),

2. 1.6 Vestibulo e Vulva

Vestibulo € a parte do trato reprodutivo entre a vagina e a genitalia externa. A
transigdo entre vagina e vestibulo é demarcada pelo Ostio externo da uretra, sendo entdio
o vestibulo funcionalmente comum aos tratos urinirio e reprodutivo. A vulva é a
genitalia externa da fémea. Inclui labios direito e esquerdo, que se encontram na linha
média dorsalmente e, na porgio ventral, nas comissuras dorsal e ventral,
respectivamente. A comissura ventral é quase sempre um pouco pendulosa e esconde o
clitéris, uma estrutura de tecido erétil com a mesma origem embrionaria do pénis no

macho (Frandson et al., 2005).




2.2 O ciclo estral em fémeas bovinas

O ciclo estral € regulado por mecanismos enddcrinos e neuroenddcrinos,
principalmente os horménios hipotaldmicos, as gonadotropinas ¢ os esterdides
secretados pelo ovédrio (Hafez, 1995). As principais funges dos horménios da

reprodugdo estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais fungdes dos horménios da reprodugiio em fémeas.

Hormaonio Fonte Funcio
GnRH Hipotalamo Pmmo;t;la:liébfggao e
Estimula o
FSH Hipofise anterior desenvolvimento folicular

e a secregdo de estrogenos

Estimula a ovulagdo,
LH Hipofise anterior formagfo e manutengio do
corpo lateo

Estimula a manifestagio do

Estradiol Foliculo (ovario) cio e a liberagdio de LH

Progesterona Corpo luteo (ovario) Manutengio da gestagio

Fonte: Adaptado de Hafez (1982).

A duragdo do ciclo estral em fémeas bovinas varia de 20 a 22 dias, assim
convencionou-se, que o intervalo médio é de 21 dias entre dois cios. O ciclo
compreende duas fases: folicular ou estrogénica compreendida pelo proestro e estro; e
luteal ou progesterdnica caracterizada pelo metaestro e diestro (Barbuio, 2005).

Revisdes de Stevenson (1997), Bearden & Fuquay (2000) ¢ Hafez & Hafez
(2000), citados por Souza (2002), explicam que a progesterona tem papel dominante na
regula¢do do ciclo estral. Durante a fase luteal (diestro), com o corpo luteo funcional, as
altas concentragbes de progesterona inibem a liberagio do horménio foliculo

estimulante (FSH) e do horménio Iuteinizante (LH), através do mecanismo de feedback



negativo sobre o hipotalamo e a hipofise anterior. Pequenos aumentos episodicos de LH
durante este periodo, podem ser um fator de manutengdo da fungio do corpo luteo.

Se ndo houver prenhez, 10 a 14 dias ap6s a formagao do corpo liteo (CL), o 1’;tero
libera prostaglandina I, alfa (PGF.a), a qual alcanga o ovario por um mecanismo
contracorrente entre a veia Utero-ovariana e artéria ovarica, para reduzir a regressio
lutea (Rigolon, 2002).

O proestro € caracterizado pelo brusco declinio de progesterona, em que se inicia
0 processo de maturagio do foliculo dominante. O declinio de progesterona possibilita o
aumento dos pulsos de LH assim como aumento gradual do FSH. Também estimula a
sintese de horménios esterdides produzidos pelas células da granulosa e da teca (dentro
e fora do foliculo, respectivamente). O estradiol € o esterdide mais importante
produzido pelos foliculos. Seu efeito é estimular (retroalimentagdo positiva) o
hipotédlamo com o conséquente incremento de hormdnio gonadotrofico (GnRH) e
gonadotrofinas que conduzem ao processo final de ovulagio. Isto ocorre durante o
periodo do estro (Madureira, 2000).

O estradiol faz com que a fémea manifeste o principal sinal relativo do cio, que é
aceitar a monta. Esta manifestacio ¢é sintomatica e é de fundamental importancia para o
manejo reprodutivo (Rigolon, 2002).

Pinto-Neto et al. (2002) relatam que o periodo do estro tem curta duragdo (15-18
horas) com amplitude que vai de 8 a 30 horas. De 16-18 horas depois de comecado o
estro, ocorre o pico ovulatoério de LH-FSH, o qual é seguido, de 9-12 horas mais tarde
pela ovulagdo.

O metaestro € caracterizado pela interrupgiio sibita do estro. No interior do

foliculo rompido, as células da granulosa e da teca interna se luteinizam para formar




corpo liteo que secretara progesterona. O utero torna-se flacido, devido ao relaxamento
de sua musculatura. Esta fase dura em média 3 dias (Tahira, 1995).

O aumento de progesterona ¢é suficiente para baixar os pulsos de LH, alérr; da
auséncia de estradiol que € produzido em baixa quantidade neste periodo. Inicia-se,
neste momento, o quarto periodo (diestro), em que se observam quantidades crescentes
de progesterona no plasma, que se mantera durante varios meses em caso de fertilizagdo
e, conseqiientemente, a gestagdo, caso contrario durara somente de 10 a 12 dias. Por
ltimo, ocorre a parte final deste periodo que € a lutedlise. A progesterona provoca
efeito inibidor na formagio de receptores luteais para a PGF,a. Também, durante este
periodo, participam outro grupo de estruturas ovarianas, que sdo os foliculos. Estes
iniciam um processo de desenvolvimento de ondas foliculares (Rigolon, 2002).

No primeiro dia do ciclo, o dia seguinte da ovulagio, é possivel identificar um
bom niimero de foliculos, que, a partir deste momento, competem entre si para chegar a
ser o dominante. Depois de 5 a 7 dias é alcangado a dominéncia e os outros foliculos se
tornam atrésicos. O foliculo dominante produz e secreta estradiol e inibina em
quantidades crescentes, sendo ambos os hormonios responsaveis pela atresia de
foliculos acompanhantes e, talvez, da impossibilidade do comego de uma nova onda
(Pinheiro et al., 1998).

No 13° ac 14° dia da fase luteal, com auséncia do embrifo no utero, o estradiol do
novo foliculo em crescimento promove a sintese de receptores uterinos de ocitocina.
Durante toda esta fase luteal, o endométrio uterino é capaz de secretar acido
araquiddnico que dara como resultado final a PGFza (Hafez, 1995).

Souza (2002) confirma que, os moderados aumentos de FSH e estradiol que
ocorrem durante a fase luteal, sfo fatores na selecdo e crescimento do foliculo (ou

foliculos) que ovulardo durante o proximo ciclo. Também estes pulsos, juntamente com



as elevagbes episodicas de LH neste periodo, podem ser fatores na manutengio da

fungdo do corpo luteo.

2.2.1 Contragdes do trato reprodutivo durante o ciclo estral

Durante o ciclo estral, a freqiiéncia de contragdes miométricas é méxima e
imediatamente ap6s o cio. No cio, as contragdes uterinas originam-se na porgio
posterior do trato reprodutivo e mais predominantemente em diregio ao oviduto.
Durante a fase lutefnica, a freqiiéncia de contragdes € reduzida e apenas uma pequena
porcentagem move-se em diregdo aos ovidutos (Hafez, 1995).

Santos & Vasconcelos (2006) ressaltam que durante o ciclo estral as contragdes
do musculo liso sdo maiores e mais fortes durante o estro. Estas contragdes sdo as
principais responsaveis pela movimentagio do espermatozéide pelo do ttero.

A sobrevivéncia e o transporte de espermatozoides no trato reprodutivo feminino
geralmente diminui depois de qualquer alteragio no ciclo estral. O nimero de
espermatozoides na tuba ¢ reduzido apés a regulagio do cio pela administracio de
progestagenos e prostaglandinas. A regulagdo do cio com esses hormdnios permite que
apenas um nimero limitados de espermatozoides atinjam a trompa, causando assim uma
fertilidade diminuida dos évulos e uma baixa fertilidade (Hafez, 1995).

Durante o estro, a motilidade uterina no gado bovino, ocorre de maneira intensa e
ritmica; no diestro, ao contrario, ocorre uma atividade arritmica muito pequena. No
estro, assim como no metaestro, ondas de contragio vdo da cérvix em diregfio as tubas
uterinas, no metaestro tardio e no proestro, em diregio oposta; durante o diestro, existe
somente uma motilidade localmente delimitada. Essas ondas de contragdes auxiliam no

transporte dos espermatozoides até o local da fertilizagio (Kolb, 1987).
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2.3 Transporte dos espermatozdides no trato reprodutivo feminino

Para fertilizar um o6cito, o espermatozoide precisa percorrer todo o trajeto desde
0 ponto da inseminagfo até o local da fertilizagdio no trato reprodutivo feminino.‘ A
fertilizagdo ocorre no ter¢o médio da tuba uterina (ampola). O processo de transporte do
espermatozoide no trato reprodutivo feminino ndo é apenas uma simples migragao do
local da inseminagdo até o local da fertilizagio. E um processo complexo e dindmico,
que inclui fases de distribuigdo dos espermatozdides, formagio de reservatorios
espermaticos, modulagdo da fisiologia do espermatozdide e aquisigdo de competéncia
para a fertilizag#o, ascensdo do espermatozdide competente até o local da fertilizag@io e
eliminagdo da populagéio de espermatozoides ndo fertilizantes (Santos & Vasconcelos,
2006).

Hafez (1995) comenta que fatores fisico-quimicos e imunolégicos da vagina e da
cérvix durante a inseminagio apresentam importantes atuagGes na sobrevivéncia
espermatica e no transporte para o Utero e trompas.

Depois da ejaculagio, os espermatozodides sfo orientados em dire¢dio ao orificio
interno do utero. Com os movimentos e vibragdes do flagelo, a cabega do
espermatozéide ¢ impulsionada em dire¢io aos canais de menor resisténcia. As
propriedades macro e microrreolégicas do muco cervical tém importante papel na
migragéo espermatica (Kolb, 1987).

Quando ocorre a monta natural, milhGes a bilhdes de espermatozodides sdo
colocados na vagina da fémea e precisam passar pela cérvix. Quando a inseminagfo
artificial é usada, os espermatozoéides sdo colocados diretamente no utero. Tanto na
monta natural como na IA, a maioria dos espermatozdides sdo perdidos por causa do

movimento retrogrado da vagina. Partindo do local de deposi¢iio, o espermatozéide
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precisa chegar até a tuba uterina para fertilizar um oébcito (Figura 2) (Santos &

Vasconcelos, 2006).

! Recent
avulatian

Figura 2: Migragdo do espermatozodide ao encontro do otcito. Fonte: Adaptado de

Gordon (2003).

Segundo Kolb (1987) este transporte se da, principalmente, por meio de
contragdes peristalticas da musculatura uterina, estimuladas pela ocitocina. O transporte
de espermatozodides do tero para a trompa se processa de forma relativamente lenta,
sendo que somente uma pequena parte dos espermatozéides passa para a trompa.

De acordo com Hafez (1995) o transporte do espermatozoide ocorre em duas
fases: fase de transporte rapido e fase de transporte lento ou prolongado. No transporte
rapido, o espermatozodide chega aos ovidutos em questdo de minutos, mas estes
espermatozoides geralmente estio mortos ou rompidos, ¢ nfio contribuem para a
populagdo fertilizante. No transporte lento ou prolongado, o espermatozdide migra para

o oviduto a0 longo de um periodo de seis a doze horas. Uma vez no istmo da tuba, o
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espermatozoide competente para a fertilizagio nfo prossegue sua trajetéria antes do
periodo peri-ovulatorio.

Os mecanismos primarios do transporte do espermatozoide sdo: contragc’ies;do
musculo liso do trato reprodutivo feminino, batidas dos cilios, correntes de fluidos, e
movimento do espermatozdide por atividade flagelar. Apenas os espermatozodides
moveis podem cruzar a cérvix € o muco cervical, e a motilidade pode ser necessaria
também para cruzar a jungdio utero-tubaria. As interagGes funcionais entre o
espermatozoide e os fluidos da luz e superficies epiteliais do trato reprodutivo feminino
promovem a selegio de espermatozoides fisiologicamente normais (Santos &
Vasconcelos, 2006).

Pesquisas realizadas em éguas por Bader, (1982), Troedsson, et al. (1998) e Katila
et al. (2000) citada por Fiala et al. (2007) demonstram que apds a cobertura, os
espermatozoides sdo transportados rapidamente até o oviduto, através das contragdes
uterinas, que auxiliam também na eliminagio do excesso de células. Qito minutos ap6s
a inseminag@o artificial identificou-se espermatozdides marcado radioativamente na
ponta do corno uterino. O mimero de espermatozdides presentes nas trompas aumenta
com o decorrer das horas ap6s a inseminagio, alcangando sua maior populagio em
aproximadamente 4 horas. Resultados semelhantes foram observado por Brinsko et al.
(1991) com a realizac@io de lavagens uterinas 4 horas apds a inseminagiio artificial sem
diminuicdo da fertilidade.

Durante o transporte, os espermatozdides se acumulam e s3o retidos em algumas
regiGes do trato reprodutivo por periodos de tempo prolongado. Estas regides sdo
denominadas reservatérios espermaticos. Ainda que, durante muitos anos, o corpo do
utero tivesse sido considerado como um reservatdrio espermatico, porque muitos

espermatozoides sdo nele encontrados durante a fase de transporte prolongado, o




reservatorio funcional estd no istmo da tuba uterina. Este é considerado como o
reservatorio funcional porque ¢ acionado no momento da ovulagio. O espermatozoide

que ird interagir com 0 0dcito provém deste reservatorio (Santos & Vasconcelos, 2006).

2.4 Capacitagiio espermatica

Antes do espermatozdide se ligar ao odcito, ele sofre uma série de mudangas
bioquimicas no trato genital feminino, processo chamado de capacitagio espermatica,
alterando a composigiio lipidica (efluxo de colesterol) e glicoprotéica da membrana
plasmatica. Ainda, ocorre uma elevagio do metabolismo espermatico e¢ de sua
motilidade (Gabaldi, 2002).

Apoés a ejaculagdo, os espermatozoides ndo sio capazes de fecundar os odcitos,
mesmo apresentando motilidade e aparente normalidade morfolégica, pois adquirem
esta capacidade no trato genital feminino em um processo tempo dependente
denominado capacitagio espermatica (Perez et al., 1996).

Segundo Gordon (2003) a capacitacio & um processo que envolve o
espermatozoide em uma complexa série de reagSes bioquimicas e fisiologicas. O
processo de capacitagdo ird induzir mudangas na membrana plasmatica do espermatozoéide
que resultario em um aumento da sua afinidade pela zona pelicida, propiciando a
fertilizacg#o.

Estudos realizados por Yanagimachi (1994) citado por Sousa (2003) relatam que
quando a fémea estd pronta para ovular, ela entra em estro e aceita o macho. Se ela &
coberta imediatamente ou logo apés o inicio do estro, os espermatozoides que foram
selecionados na cérvix e/ou na jungdo twtero-tubarica sio armazenados em segmentos
anteriores ao istmo, ficando aderidos ao epitélio, mantendo-se vidveis e se tornando
capacitados lentamente. Alguns completam a capacitagio no momento da ovulagiio,

deixando o istmo, e podendo fertilizar o 0dcito recém ovulado. Outros completardo a




capacitagdo ap6s a ovulagdo e deixarfio o istmo logo apds o final deste processo,

fertilizando os odcitos que chegaram ao oviduto algum tempo depois da primeira
ovulagdo. Se a fémea ndo puder ser novamente coberta apés a ovulagfio, o proceséo de
capacitagdo ¢ acelerado e os espermatozoides deixarfo o istmo mais cedo, antes dos
odcitos ficarem velhos no oviduto.

O local onde se inicia e termina a capacitagio espermatica pode variar de acordo
com a espécie. Nas espécies onde o sémen ¢ depositado intra-ttero durante a cobertura,
0s espermatozoides encontram-se totalmente ou a maior parte deles capacitados nas
partes iniciais do istmo, onde os espermatozoides “fertilizadores” estdio armazenados.
Nas espécies em que os espermatozoides sdo depositados na vagina durante a cobertura,
como, por exemplo, nos ruminantes, a capacitagio espermatica pode ter inicio enquanto

os espermatozoides passam através do muco cervical (Ferrari, 1997).

2.5 Local de deposi¢iio do sémen e sua influéncia na taxa de fertilidade

Durante o acasalamento, o touro deposita bilhSes de espermatozdides no interior
da vagina. O numero de espermatozdides normalmente alcangado no final do corpo
uterino ndo excede a 1%. A reprodugiio de bovinos utilizando métodos convencionais
de IA, envolve a deposigio do sémen no corpo do dtero. No entanto, foi proposto, por
alguns autores, que o local de deposigdo do sémen pode ser nos cornos uterinos (Lopez-
Gatius, 1988; Pallares et al. 1986; Larsson, 1986; Lopez-Gatius, 1999).

Essa sugestdo de depositar o sémen em um dos cornos ou nos dois, foi baseada
em dois fatores: a aceitagdo que o principal reservatério espermitico pode ser a jungio
atero-tubdrica, mais até que o canal cervical, bem como a falta de precisdo no local de
deposi¢io de sémen pelos inseminadores. A vantagem na profundidade da inseminagio

nos cornos uterinos, € que ela favorece a deposicio de sémen mais perto do
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entroncamento Utero-tubdrico e, portanto, reduz a incidéncia de deposigio cervical
(Lopez-Gatius, 1988).

Os fatores que afetam a taxa de fertilizagio, além do transporte‘ de
espermatozoides, incluem, idade da vaca, época do ano, intervalo pos-parto, fase do
ciclo estral, quantidade de dose utilizada de FSH durante a superovulagfo, o ndimero e a

época das inseminagdes artificiais e o local de deposigdo do sémen (Hawk, 2003).




3. MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, sendo o primeiro conduzido na Fazenda.S#o
Francisco, no municipio de Colorado do Oeste - RO, localizado na regiio Sul do
Estado, o qual limita-se ao norte com os municipios de Vilhena, Chupinguai e
Corumbiara, ao sul com o municipio de Cabixi, ao leste com o municipio de Comodoro
(MT) e a oeste com o municipio de Cerejeiras. Esta localizado na latitude 13°07'00" sul
e longitude 60°32'30" oeste, a uma altitude de 460 metros, com temperatura média
anual de 24°C e precipitagio média anual de 1600 mm. O segundo experimento foi
realizado na fazenda Barra do Prata, no municipio de Pontes e Lacerda — MT situada a
450 km de Cuiab4, localizado na latitude 15°13'34" sul e longitude 59°20'07" ceste, com
altitude de 254 metros, com temperatura média anual de 25°C e precipitagio média
anuval é de 1500 mm.

No experimento um, foram utilizadas seis vacas aneloradas, com peso vivo médio
de 450 kg, mantidas a pasto, em bom estado sanitario com aplicagdes periodicas de anti-
helmintico e vacinagSes contra febre aftosa e clostridioses, e recebendo suplementagio
com sal mineralizado. A idade média dos animais estava entre quatro e cinco anos com
escore corporal entre 3 ¢ 3,5 (escala de 1 a 9) e ganhando peso.

Para o segundo experimento foram utilizadas quatro vacas, sendo duas aneloradas
e duas cruzadas ' sangue Nelore x % sangue Red Angus, também mantidas a pasto,
com o fornecimento de sal mineralizado, com idade variando entre cinco e seis anos,
com peso medio de 500 kg e escore corporal variando entre 3,5 a 4,0 (escalade 1 a 9) e
recebendo os mesmos cuidados sanitarios do primeiro.

Os experimentos foram realizados no més de maio de 2008, tendo a dura¢do de 15

dias cada. No primeiro dia (considerado DO) as vacas receberam implante intravaginal



contendo 5 mg de progesterona (Estroforte®) e aplicagio de 2 ml de solugdo contendo 3
mg de progesterona e 2 mg de estradiol (Estroforte®).

O inicio da superovulagfio ocorreu no quarto dia (D4) sendo efetuado com oluso
de 250 Ul de Gonadotrofina Hipofisaria Suina (Pluset®) durante quatro ‘dias, em doses
decrescentes, com duas aplicagGes intramusculares diarias como segue:

1° Dia(D4) - 100 Ul sendo 50 UI pela manhi e 50 UT a tarde.

2° Dia (D5) - 75 Ul sendo 37,5 Ul pela manhd e 37,5 Ul 4 tarde.

3 °. Dia (D6) - 50 Ul sendo 25 UI pela manhi e 25 Ul a tarde.

4° Dia (D7) - 25 Ul sendo 12,5 Ul pela manhi e 12,5 UI 4 tarde.

No sexto dia (D6), pela manhd, retirou-se o implante de progesterona e aplicou-se,
via intramuscular, 5 ml de prostaglandina F,o. (Lutalyse®), sendo repetida a aplicagéo
de meia dose no D7 pela manhd. No D8, pela manhd, foi aplicado via intramuscular 1
ml de benzoato de estradiol (Estrogin®) e a primeira IA foi realizada a tarde do mesmo
dia e a segunda IA na manhi do dia seguinte.

Para as IAs, as vacas foram divididas.aleatoriamente em dois grupos, sendo:
metade das vacas inseminadas no corno direito e a outra metade no corno esquerdo.

Para o manejo na inseminag@o artificial, o material foi organizado de maneira a
permanecer proximo as vacas que seriam inseminadas no tronco de contengfo. As luvas
foram calgadas pelo lado avesso e a descongelagdo do sémen foi efetuada em 4gua a
35°C, por 30 segundos e apos este tempo, foram secadas e colocadas em aplicador
universal de sémen e apos a transfixagdo da cérvice, o aplicador foi conduzido até a
curvatura do corno escolhido. No momento da IA evitou-se a0 maximo o estresse sobre

as fémeas ao se praticar o ato inseminatorio.




A coleta dos embrides foi realizada no sétimo dia apds a primeira inseminagéo

artificial, sendo realiza pelo método ndo cirirgico, em sistema fechado, utilizando
Catéter de Folley nimero 18 e filtro coletor graduado.
Primeiramente, procedeu-se a aplicagio do anestésico, seguida do esvaziamento
do reto, lavagem da vulva com agua e sabdo e posterior secagem. O catéter foi \
introduzido através da vagina, ultrapassando o canal cervical e conduzido até a porgio
do corno direito ou esquerdo. Apos atingir a profundidade desejada no corno uterino, o
baldo foi inflado com aproximadamente 1,2 cm® de ar. O catéter foi conectado a duas
mangueiras de silicone, tendo uma delas comunicagdo com o recipiente contendo o
meio de colheita dos embrides (solugio fisiologica); e a outra com o recipiente coletor
(filtro coletor). Iniciou-se assim a colheita (demonstragdo figura 3) permitindo a entrada

da solugo fisioldgica por forga da gravidade.
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Figura 3: Introdugfo e controle do posicionamento do cateter de cotheita (esquematico).

Fonte: Barros & Ereno (2004).




Em seguida, realizou-se a procura, captagio e classificagio dos embrides. A
procura fol realizada com auxilio de um microscopio estereoscopio com capacidade de
aumento de 40 a 200 vezes. As estruturas encontradas foram transferidas pa?a uma
placa de Petri (com auxilio de uma micropipeta) de 30 ml contendo solugdo filtrada de
PBS a 20% de soro fetal bovino. Os embrides foram submetidos a vérias lavagens
(aproximadamente sete) com esta solugfo com o objetivo de retirar as sujeiras, mucos e
eventuais contaminagGes contidas no liquido da colheita.

Terminada a procura, procedeu-se a classificacio dos embrides (figura 4) quanto
ao estadio de desenvolvimento ¢ qualidade embrionaria, segundo a metodologia

modificada por Pinto-Neto et al. (2002), descritas nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Classificagdo dos embries bovinos quanto ao estagio de desenvolvimento.

Estadio de desenvolvimento Definiciio

Mobrula Aglomerado celular que permite distingio
entre os blastdmeros, porém sem
diferenciacgfo celular.

Blastocisto inicial Inicio da diferenciaciio entre as células do
trofoblasto he massa celular interna, com
0 aparecimento de uma pequena cavidade
entre os blastdmeros (blastocele).

Blastocisto Clara diferenciagio entre as células di

' trofoblasto e massa celular interna.
Blastocele visivel. O embrido ocupa a
maior parte do interior da zona pelicida
sem altera¢do do didmetro do embrido.

Blastocisto expandido Aumento 1,2 a 1,5 vez o didmetro
embrionario, com adelgagamento da zona
pelucida em até dois tergos da espessura
inicial.

Blastocisto eclodido Embrifo fora do espago peri-vitelinico,
podendo estar proximo ou ndo da zona
peliicida, apresentando o dobro do volume
inicial.

Ovacito Gameta feminino nfo fecundado. Nio ha
distingdo entre as células. Espago interno
a zona pehicida homogéneo.

Fonte: Adaptado de Pinto-Neto (2002).

20



Tabela 3. Classifica¢do de embrides bovinos quanto a qualidade embrionaria.

Estadio de desenvolvimento

Defini¢io

Grau |

Grau I

Grau III

Grau IV

Estrutura degenerada

Embrido excelente. Possui zona peltcida
intacta e esférica, blastomeros integros,
uniformes, nenhum fragmento ou debri
celular no espago peri-vitelinico ou
blastocele.

Embrido bom. Pequenas alteragdes na
forma e coloragdo dos blastomeros.
Alguns fragmentos ou debris celulares no
espago  peri-vitelinico e/ou pequenas
formacgdes vesiculares nos blastomeros.
Embrido regular. Alteragdes significativas
nos blastomeros, porém com maior parte
deles intacta.

Embrido ruim. Muitos fragmentos ou
debris celulares no espago peri-vitelinico
e/ou blastocele. Formagdes vesiculares e
alteracdes degenerativas evidentes. Menos
da metade dos blastémeros intactos.
Estrutura comprometida que impede a
classificagdo quanto ao estadio de
desenvolvimento.

Fonte: Adaptado de Pinto-Neto (2002).

Figura 3: Estagio de desenvolvimento do embrido: moérula (a), blastocisto inicial (b),

blastomeros (c) e blastocisto eclodido (d). Fonte: Adaptado Pinto-Neto (2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apos a inseminagio e coleta de embrides podem ser
observados nas Tabelas 4 ¢ 5, respectivamente para os experimentos um e dois. Em
ambos os experimentos foram encontradas estruturas fertilizadas nos cormos
contrataleral e ipsilateral 4 IA. Estes dados confirmam a migragio dos espermatozoides
de um corno uterino para o outro.

No primeiro experimento (Tabela 4) das seis vacas inseminadas, trés
aprésentaram estruturas fertilizadas ou ndo, no corno contralateral a IA. Destas trés,
apenas em uma, foram encontradas estruturas somente no corno contralateral a IA, no

restante dos animais nfo foram encontradas nenhuma estrutura em ambos 0§ cormos.

Tabela 4. Estruturas encontradas nos cornos uterinos de vacas superoviladas e
inseminadas artificialmente no corno direto ou esquerdo, observadas no primeiro

experimento.

Estruturas encontradas
Vaca 14 (corno)
Corno direito Corno esquerdo
1 Direito 3 estruturas 2 estruturas
fertilizadas fertilizadas
¢ Esquerdo 5 estruturas 5 estruturas
fertilizadas fertilizadas
3 Direito Nenhuma estrutura 6 estruturas, sendo
3 fertilizadas e 3
infertilizadas
4 Direito Nenhuma estrutura  Nenhuma estrutura
5 Esquerdo Nenhuma estrutura  Nenhuma estrutura
6 Esquerdo Nenhuma estrutura  Nenhuma estrutura

No segundo experimento (Tabela 5), das quatro vacas utilizadas, duas

apresentaram estruturas no corno contralateral a IA, confirmando a migracido; dentre

estas duas, uma foi encontrado apenas estruturas no corno contralateral a IA. Em uma




vaca foi encontrada estruturas apenas no corno ipsilateral a IA, nio havendo migragio e

na outra ndo foi encontrada nenhuma estrutura em ambos 0s cornos.

Tabela 5. Estruturas encontradas nos cornos uterinos de vacas superovuladas e

inseminadas artificialmente no corno direto ou esquerdo, observadas no segundo

experimento.
Lstruturas encontradas
Vaca 1A (corno)
Corno direito Corno esquerdo
1 Diretto Nenhuma estrutura 8 estruturas (6
fertilizadas e 2
infertilizadas)
Z Esquerdo Nenhuma estrutura 1 estrutura
fertilizada
3 Esquerdo 11 estruturas 3 estruturas
fertilizadas fertilizadas
4 Direito Nenhuma estrutura ~ Nenhuma estrutura

Portanto, em média (obtidos nos dois experimentos), foram observados que
ocorreram migragdes espermdticas contralateral em 50% das vacas utilizadas, tendo em
vista que, 40% do total das vacas utilizadas ndo responderam ao tratamento
superovulatorio. Isso pode ser explicado, segundo Hafez (1995), pelo fato de que,
muitas doadoras ndo produzem quaisquer embrides normais, ao passo que poucas 0s
produzem em grandes quantidades. Segundo o mesmo autor, cerca de metade dos
embrides recolhidos de um grupo de fémeas superovuladas sio tipicamente produzidos
de Y das doadoras, ndo sendo possivel predizer como ira responder uma doadora em
particular, sendo este o maior obstaculo para a aplica¢io do método com sucesso.

Resultados semelhantes a este experimento também foram encontrados por

Pallares et al. (1986), que ao trabalhar com 20 vacas superovuladas, inseminadas em




diferentes locais corno direito (n=5) e esquerdo (n=4), meio do corpo uterino (n=5) e no
meio da cérvix (n=6); e avaliadas apds o abate (115 + horas apds a 1A), verificaram que
a fertilizagio foi semelhante em todos os tratamentos, exceto os inseminados no corno
contralateral (p<0,05). Os autores concluem que ocorre migragido espermatica entre 0s
cornos uterinos e que quando as inseminagdes sfo realizadas no corno contralateral
podem ocorrer redugdes na taxa de concepgao.

Pode ser observado também (Tabela 4 e 5) que a maioria das estruturas
encontradas no primeiro e segundo experimento foram no corno uterino esquerdo
(57%), obtendo uma relagdo de 62:38 e 52:48 (esquerdo:direito), respectivamente.
Lopez-Gatius (1999) revisando o local de deposigdo do sémen em novilhas e vacas,
concluiu que houve diferenga quanto ao nimero de estruturas encontradas nos cornos
uterinos, sendo que o maior nimero de embrides foram recuperados do lado esquerdo
quando o sémen foi introduzido do lado direito, do que o inverso, porém , o autor
justifica que o mimero de animais eram reduzidos (até 11). Quando avaliou maior
numero de animais (1686 novilhas), Lopez-Gatius (1996) comenta que a atividade do
lado direito ou esquerdo nfo afeta o transporte transuterino do esperma.

Momont et al. (1989) realizaram dois experimentos, no primeiro foram utilizadas
72 novilhas leiteiras, sendo 25 inseminadas na transi¢do da cérvix e utero, 23 no corno
uterino ipsilateral e 24 no contralateral ao ovario com foliculo pré-ovulado. As taxas de
prenhez ndo diferiram para os trés grupos de novilhas. No segundo foram utilizadas 38
novilhas leiteiras, 31 foram inseminadas no corno uterino ipsilateral e 33 no
contralateral ao ovario pré-ovulado. As taxas de prenhez também foram semelhantes.
Os autores concluiram que a colocagio de sémen no corno uterino ndo parece ser uma

causa de diminuigdo ou aumento da taxa de prenhez com a IA.
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Porém, alguns autores (Fernandez-VanCleve et al.,1986; Lopez-Gatius, 1988;
Lopez-Gatius, 1996) observaram que taxas de prenhez mais altas foram encontradas
quando a inseminagdo foi realizada no corno uterino ipsilateral ao ovario com foliculo
pré-ovulado, quando comparadas ao contralateral ou inseminag@es no corpo do utero.

Dalton et al. (1998) comentam que se a inseminagdo uterina for profunda ird
favorecer o acesso dos espermatozdides nos odcitos, quando comparado a inseminagio
no corpo utering convencional, aumentando assim, a taxa de fertilizagéo.

Larsson et al. (1986) avaliaram oito vacas com deposi¢do de s€men em um dos
cornos uterinos, e apos duas horas da TA esses animais foram abatidos e realizado a
contagem da concentracfio espermatica. Do total das oito vacas inseminadas, cerca de
sete apresentaram mais espermatozoides no corno contralateral a JA. Esses autores nio
chegaram a uma conclusio sobre a relagdo da atividade do ovario e a distribui¢io dos
espermatozoides.

Segundo Lopez-Gatius (1999), o aumento de disturbios reprodutivos e
infertilidade, bem como o desenvolvimento de novas tecnologias, como a sexagem de
sémen, que apresenta menor concentracio de espermatozoides, podem justificar a
aplicagdo dessas metodologias que avaliam o local de deposi¢do do sémen em locais
especificos do aparelho reprodutivo de fémeas bovinas.

E importante ressaltar que foram encontrados poucos trabalhos especificos sobre
migragdo espermatica em bovinos. Desta forma, mais trabalhos poderiam se realizados,
utilizando mator nimero de animais (repeticBes), para que possamos chegar a um

resultado mais conclusivo, principalmente quando relacionados com a taxa de prenhez.
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5, CONCLUSAO

Sob as condiges do presente estudo, utilizando vacas superovuladas e
inseminadas no corno uterino direito ou esquerdo e posterior coleta dos embrides para a
analise da migragdo espermitica, concluimos que a migragdo espermatica ocorre em
bovinos. Sugere-se que futuros experimentos sejam conduzidos, no sentido de se

aumentar o numero de animais envolvidos.
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