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COMPARAGAO DO COMPORTAMENTO DE REOTAXIA EM ESPERMATOZOIDES BOVINOS
HIPERATIVADOS E NAO HIPERATIVADOS, EM AMBIENTE SIMULADO DE TUBA UTERINA.

1. RESUMO

A reotaxia positiva € o mecanismo que orienta o espermatozoide por uma longa
distancia contra o fluxo de fluido do trato genital feminino. A capacitacdo espermadtica é a
maturagdo que ocorre no espermatozoide durante seu trajeto no trato genital feminino para
gue ele seja capaz de fecundar o ovécito, e a hiperativacdo é uma das etapas consideradas
mais importantes. Ambos os fendmenos estdo associados a selecdo de espermatozoides de
melhor qualidade. O objetivo deste estudo foi avaliar qual a influéncia da hiperativacdo na
reotaxia espermatica de bovinos. Os dados foram coletados através de andlise de video no
software Imagel) FlJI. A avaliacdo foi feita pela analise estatistica do movimento dos
espermatozoides hiperativado de touro em meio suplementado com heparina em
comparacdao com movimento dos espermatozoides em meio ndo suplementado, em
ambiente simulado de tuba uterina com e sem fluxo. Os resultados demonstraram que os
espermatozoides ndo hiperativados e os hiperativados com comportamento reotatico tem
uma velocidade média de natacdo maior do que os espermatozoides que nadam
aleatoriamente em ambiente estatico (p < 0,0001). Foi averiguado uma diminuicdo da
velocidade média de natacdo (p < 0,0001) e um aumento na angulacdo da trajetéria em
relacdo ao fluxo (p < 0,045) dos espermatozoides hiperativados. Concluiu-se que a
hiperativacdo altera a reotaxia dos espermatozoides, e que esse fenOmeno pode ser um
facilitador para o espermatozoide encontrar o ovdcito no momento ideal para a fecundacao.

Palavras-chave: Espermatozoide. Capacitacao espermatica. Transporte espermatico.

2. INTRODUCAO

O primeiro protocolo consistente de fertilizacdo in vitro (FIV) de ovécito de mamifero
foi em coelho ha mais de 60 anos (Chang 1959). Depois disso, houve um complexo avanco
nas técnicas e no conhecimento sobre os processos bioldgicos que influenciam a fertilizacao
e o éxito de uma gestacao, porém as taxas de sucesso da FIV em bovinos ainda sdo de apenas
30-40% (Lonergan et al. 2001; Dyer et al. 2016). Uma das tentativas de aumentar essas taxas
é selecionar gametas de melhor qualidade através da mimetizacao dos processos naturais a
gue sdo expostos, o que gera a necessidade de detalhar os mecanismos envolvidos no
transporte do espermatozoide do local em que é depositado no trato reprodutivo feminino
até o encontro com o ovdcito no local de fertilizacdo (Bettera Marcat et al. 2020; Giojalas e
Guidobaldi 2020). A localizacdo da deposicdo do sémen depende da espécie, porém, os
espermatozoides de mamiferos sempre enfrentam um fluxo retrégrado ao seu destino,
causado pela contratilidade do ambiente uterino sob a influéncia do estrogénio que estimula
a secre¢do de muco que flui em direcdo ao colo do utero (Miki e Clapham 2013; El-Sherry et
al. 2014). Ao chegar na tuba uterina, os espermatozoides nadam do istmo passando pela
juncdo istmo-ampola para encontrar a superficie do ovdcito na ampola. Somente sua prépria
motilidade nao é suficiente para cumprir o caminho de mais de 1000 vezes seu comprimento,
em humanos, até alcancar a superficie do ovdcito (Kantsler et al. 2014; Romero-
Aguirregomezcorta et al. 2018; Zaferani et al. 2018). Obviamente, esse comprimento é muito
maior em bovinos. A complexidade e o sucesso dessa jornada sdo dados pela interacdo da



fisiologia e arquitetura da tuba uterina, com os mecanismos de orientacdo do espermatozoide
(quimiotaxia, reotaxia, termotaxia e tigmotaxia) e interagdes moleculares ligante-receptor de
fatores femininos com o espermatozoide (Giojalas e Guidobaldi 2020). Uma parte desses
fendmenos estdo caracterizados individualmente, mas ainda é preciso muita pesquisa para
compreender a correlagdo entre os multiplos mecanismos e o ajuste molecular que regula a
jornada do espermatozoide até o ovécito (Wang e Larina 2018; Hyakutake et al. 2021).

A infertilidade masculina tem como principal causa a baixa motilidade espermatica
(zaferani et al. 2018). A reotaxia positiva é a capacidade de uma célula ou organismo de
orientar seu movimento contra um gradiente de fluxo de fluido. Esse é o principal mecanismo
de guia dos espermatozoides por longas distancias em direcao ao local de fertilizagdo no trato
reprodutivo feminino de mamiferos (Denissenko et al. 2012; Miki e Clapham 2013; Romero-
Aguirregomezcorta et al. 2018; Xu et al. 2020; Hyakutake et al. 2021). Had mais de 100 anos o
comportamento reotdtico foi demonstrado em espermatozoides e, até o momento, ja foi
caracterizado em humanos, touros, camundongos, garanhodes e javalis (Kantsler et al. 2014;
Tung et al. 2014; Romero-Aguirregomezcorta et al. 2018; Fair e Romero-Aguirregomezcorta,
2019; Giojalas e Guidobaldi 2020). Ha relatos que os espermatozoides de humano e de touro
nadam contra fluxo em trajetdrias em forma de espiral e que tem a capacidade de reverter
sua direcdo de natacdo na reversdao do fluxo (Kantsler et al. 2014). Espermatozoides
capacitados e ndo capacitados, imersos em meios de baixa e alta viscosidade apresentam essa
resposta comportamental inata dependente da atividade de canais de calcio do
espermatozoide (CatSper) (Nair 2020).

O sémen ejaculado ndo é capaz de fecundar o ovdcito sem passar pelas mudancas
bioquimicas, na forma de capacitagao, que ocorrem durante seu longo caminho pelo trato
genital feminino. Uma das partes da capacitacdao é a hiperativacdo, caracterizada por um
padrdao de movimento frenético em forma de oito quando visto microscopicamente sob uma
[dmina em meio aquoso, o que auxiliaria os espermatozoides nadarem contra o fluido
oviductal viscoso, facilitaria no desprendimento do espermatozoide da parede do oviduto e
na penetracao através das células do cumulus que cercam o ovdcito (Loux et al. 2013). Em
1988, a heparina foi descoberta como uma molécula capacitadora e, desde entdo, é
amplamente utilizada para hiperativacdo de espermatozoides in vitro (Parrish et al. 1988).
Sua forma de acdo é se ligar as proteinas do plasma seminal bovino (BSPs) presentes nos
espermatozoides que interagem com o colesterol e os fosfolipidios na membrana plasmatica.
Apds a ligacdo, hda uma perda progressiva das BSPs que leva a perda de colesterol e
fosfolipidios da membrana. Enquanto isto ocorre, também acontecem altera¢des no pH
intracelular do esperma, nos niveis intracelulares de Ca*>" e de adenosina 3’5’ monofosfato
ciclico (cCAMP) (Parrish 2014).

A reotaxia dos espermatozoides ja foi caracteriza em diversas espécies (Kantsler et al.
2014; Tung et al. 2014; Romero-Aguirregomezcorta et al. 2018; Fair e Romero-
Aguirregomezcorta, 2019), também é utilizada no processamento seminal para melhorar a
qgualidade do esperma obtido (Romero-Aguirregomezcorta et al. 2021), e, aparenta ser um
mecanismo de transporte e orientacdo promissor no desenvolvimento biotecnoldgico para
dispositivos de entrega direcionada de farmacos em ambientes biolégicos complexos (Xu et
al. 2020). Apesar de existirem trabalhos em diversas vertentes que estudam a resposta
reotatica, pouco se sabe sobre qual a influéncia da hiperativacdo na reotaxia espermatica de
bovinos. Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar as alteragcdes no comportamento
de reotaxia dos espermatozoides bovinos hiperativados por heparina quando comparados
aos ndo hiperativados, em ambiente simulado de tuba uterina.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras de sémen

Foram utilizadas amostras congeladas de uma partida de sémen de touro Nelore
(Panagpur Al Paul — lote G-1000 — abril/2012) adquirida em central de processamento de
sémen, o que dispensa a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA). Essa
partida ja havia sido testada no laboratério de Biologia da Reproduc¢dao da Universidade
Federal de Uberlandia e demonstrou bons resultados na producao in vitro de embrides.

3.2. Meios de diluicdo

O meio modificado de lactato de albumina piruvato de Tyrode (TALP) foi usado em
todos os experimentos e foi preparado antes do uso. Tinha como base a seguinte composicao:
NaCl (114mM/100mM), KCI (3mM/3mM), CaCl, (2,00mM), MgCl-6H,0 (0,5mM/0,4mM),
NaH2P0s-Anidro (0,3mM), NaHCOs (25mM), DL-Acido Latico (60%) (12mM/26mM), Phenol
Red (30uM), Agua Milli-Q, amicacina (17 mg/mL) e piruvato sédico (11 pg/mL). Para avaliar
os espermatozoides em condicdo ndo hiperativados foi utilizada o meio Sperm-TALP sem
suplementacdo com heparina (base descrita acima com adicional de Hepes Acido (10mM) e
para induzir a hiperativacdo espermatica foi utilizada a suplementagdo com 10 ug/mL de
heparina no meio Fert-TALP (base descrita acima com adicional de Albumina Sérica Bovina,
DL-Acido Latico (60%) (29,4mM), DL-Acido Latico (60%) (29,4mM), bisulfito de sédio,
hipotaurina, salina 0,9% e epinefrina). O meio foi esterilizado por passagem através de um
filtro Millipore Millex-GV 0,22-jim (Millipore Corp., Bedford, MA) e equilibrado a 38°C sob 5%
de CO,. O valor de pH do meio foi de 7,4 quando equilibrado com gas CO,. As amostras de
sémen bovino descongelado foram diluidas 1:5 (v/v) em meio Sperm-TALP ou Fert-TALP.

3.3. Condicdes ambientais avaliadas

As seguintes condicdes ambientais foram avaliadas: espermatozoides nao
hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina sem fluxo, espermatozoides nao
hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina com fluxo, espermatozoides
hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina sem fluxo, e, espermatozoides
hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina com fluxo.

3.4. Ambiente simulado de tuba uterina

Uma camara de fluxo (Figura 1) foi construida de vidro e silicone com as seguintes
dimensdes: 32mm x 3 mm x 0,2 mm (comprimento x largura x altura). A base foi uma lamina
de vidro de microscopia comum, as laterais foram duas metades de uma laminula (24mm x
32mm) fixadas com silicone sobre a lamina e mantendo centralmente uma distancia de 3 mm.
Sobre este conjunto foi colado, também com silicone, uma laminula inteira (24mm x 32mm).
Considerando que a laminula tem 0,17 mm de altura e que a camada de silicone foi de
aproximadamente 0,02 mm, obteve-se um tunel de perfil retangular. Em cada experimento a
amostra de sémen diluida em meio TALP foi colocada na camara de fluxo até que fosse
totalmente preenchida. Para controle de fluxo, um fragmento de papel de filtro (20mm x 30
mm) umidificado com o mesmo meio da amostra testada (Sperm-TALP ou Fert-TALP) foi
colocado em cada extremidade da camara. Apds a total estabilizacdo da mistura no interior
da cdmara, o fluxo foi gerado com o gotejamento do meio nas extremidades do papel.



Durante a execucdo do experimento as amostras foram mantidas em banho mariaa 38,0°Ce
as camaras de fluxo sobre uma placa aquecedora a 36,5°C. O uso de cada camara de fluxo foi
Unico, sendo trocada a cada experimento ou nova amostra de sémen avaliada.

Camara de fluxo

/

B e

Figura 1 — llustragao da camara de fluxo utilizada para simular ambiente de tuba uterina.
(Préprio autor)

3.5. Aquisicdo de imagem de esperma

O comportamento do espermatozoide foi registrado em um microscépio Leica DM500
acoplado a um sistema de captura de imagens Leica ICC50, com a objetiva de 10x. As imagens
foram adquiridas em formato AVI e armazenadas para posterior processamento e analise
gquantitativa.

3.6. Andlise de movimento

Para processamento das imagens foi utilizado o software Imagel FlI (versdo 1.53q).
Utilizando o plugin Manual Tracking, as trajetdrias dos espermatozoides foram tracadas
guadro a quadro de forma manual, com um operador humano marcando a posi¢cao do
espermatozoide no eixo X/Y em cada frame da gravacdo (Figura 2). Os dados gerados foram
processados por um algoritmo desenvolvido em ambiente de programac¢ao Matlab. Em
ambiente com fluxo, apenas os espermatozoides que apresentaram reotaxia foram
considerados. E em o ambiente sem fluxo, foram analisados os espermatozoides moveis
progressivos.

A velocidade do fluxo, Vr, foi estimada seguindo as trajetérias das particulas (debris
celulares, espermatozoides mortos) no mesmo nivel focal dos espermatozoides. Para maior
precisdo, esta velocidade foi estimada para varias particulas ao longo da mesma sequéncia de

video, a fim de obter um campo vetorial interpolado Vr (d), definido em termos da distancia
d a parede da cdmara de fluxo. A velocidade de cada espermatozoide, vs, foi estimada
seguindo o centro de massa da respectiva imagem da cabeca do espermatozoide. As duas

velocidades absolutas Y7 e ¥, foram computadas considerando os quadros subsequentes
calculando a derivada de primeira ordem referente ao deslocamento do espermatozoide em
relacdo ao tempo. A velocidade relativa do espermatozoide foi entdo obtida por vz =ws +# (d)
com d sendo a distancia do espermatozoide especifico a parede da camara de fluxo. Todas as
velocidades foram mensuradas em numero de micrometros que cada estrutura percorria em
um segundo (p/s).



O comportamento de cada espermatozoide em diferentes condi¢ées de fluxo foi
caracterizado estatisticamente (média e desvio padrao) em termos da magnitude e
orientacdo de sua velocidade relativa. Essa avaliagdo foi realizada em relagdo aos
espermatozoides mais préoximos a superficie, pois permaneceram por mais tempo no mesmo
plano focal, permitindo um tratamento bidimensional.

As seguintes varidveis foram observadas em 100 trajetérias de espermatozoides por
condicdao ambiental testada: (1) velocidade média da trajetdria dos espermatozoides nao
hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina sem fluxo, (2) velocidade média da
trajetoria dos espermatozoides ndo hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina
com fluxo, (3) velocidade média da trajetéria dos espermatozoides hiperativados em
ambiente simulado de tuba uterina sem fluxo, (4) velocidade média da trajetdria dos
espermatozoides hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina com fluxo, (5) angulo
médio da trajetdria dos espermatozoides ndo hiperativados em ambiente simulado de tuba
uterina com fluxo e (6) angulo médio da trajetéria dos espermatozoides hiperativados em
ambiente simulado de tuba uterina com fluxo.

Figura 2 — Quadro de um video analisado no ImagelJ FlJI. Linhas coloridas sao a
trajetdrias dos espermatozoides que foram tracadas usando o plugin Manual Tracking. Setas
finas indicam os espermatozoides. Seta grossa indica o sentido do fluxo.



3.7. Anadlise estatistica

Utilizando o software PRISMA 8.01 foi realizado o teste Kolmogorov-Smirnov para
verificar a distribuicdo dos dados, com p < 0,05, comprovando-se que a distribuicdo era
normal. As possiveis diferengas entre as condi¢des foram verificadas utilizando-se o teste t de
Student nao pareado bicaudado, considerando como nivel de significancia p < 0,05.

4. RESULTADOS

Os resultados demonstraram que a velocidade média dos espermatozoides ndo
hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina sem fluxo foi de 65,57 u/s e que a
velocidade média dos que nadaram contra fluxo foi de 124,4 /s, demonstrando (p < 0,0001)
gue os espermatozoides ndo hiperativados aumentam a velocidade média de natacdo quando
em comportamento reotdtico (Figura 3 - A). A velocidade média encontrada para
espermatozoides hiperativados em ambiente simulado de tuba uterina sem fluxo foi de 62,70
/s, e para os que nadaram contra fluxo foi de 83,30 p/s. O comportamento foi semelhante
ao nao hiperativado, ou seja, os espermatozoides com reotaxia aumentaram a velocidade
média de natacdo (p < 0,0001) (Figura 3 - B).
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Figura 3 — Comparacdo entre velocidade média de trajetéria dos espermatozoides em
ambiente sem fluxo e com fluxo. (A) Velocidade média dos espermatozoides nao
hiperativados (B) Velocidade média dos espermatozoides hiperativados.

Ao comparar a velocidade média dos espermatozoides ndo hiperativados (65,57 p/s)
com a velocidade média dos espermatozoides hiperativados (62,70 p/s) em ambiente
simulado de tuba uterina sem fluxo ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significante (p = 0,2120) (Figura 4). Portanto, a hiperativacdo nao alterou a velocidade dos
espermatozoides que nadavam aleatoriamente em ambiente sem fluxo. Foi avaliado a
trajetdria dos espermatozoides que apresentaram reotaxia positiva em ambiente simulado
de tuba uterina com fluxo, ou seja, nadavam contrarios ao sentido do fluxo. Ao comparar a
velocidade média (124,4 u/s) das trajetdrias dos espermatozoides ndo hiperativado com a da
velocidade média (83,30 p/s) dos espermatozoides hiperativados foi encontrada diferenca
significante (p < 0,0001). Também foram confrontados o angulo médio (38,10°) das trajetdrias
dos espermatozoides nao hiperativado com o angulo médio (43,22°) dos espermatozoides
hiperativados e foi encontrada diferenga significante (p < 0,045). Ficou evidenciada uma
diminuicdo da velocidade média de natacdo (Figura 5 - A) e um aumento na angula¢do da




trajetoria em relagdo ao fluxo (Figura 5 - B) dos espermatozoides hiperativados, confirmando
gue a hiperativagao altera a reotaxia dos espermatozoides.
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Figura 4 - Comparacdo entre velocidade média de trajetéria dos espermatozoides
hiperativados com os ndo hiperativados em ambiente sem fluxo.
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Figura 5 — Comparacdo dos parametros da trajetéria dos espermatozoides hiperativados com
os ndo hiperativados, que apresentaram reotaxia positiva em ambiente simulado de tuba
uterina com fluxo. (A) Comparacado da velocidade média de natacdo (B) Comparacdo do
angulo médio de nata¢dao em relagdo a angulagao do fluxo.

5. DISCUSSAQ
Para chegar até o local da fertilizacdo nos ovidutos, os espermatozoides se orientam

e nadam contra um fluxo de muco, comportamento conhecido como reotaxia positiva. Esse
fendbmeno foi demonstrado em varias espécies. El-Sherry et al. (2014) relataram uma resposta
reotatica em 80-84% dos espermatozoides de touro e existem diversas evidéncias sugerindo
gue a reotaxia é um fator importante na orientacdo dos espermatozoides bovinos em longa
distancia. Ja foi discutido que em touros, apds a hiperativacdo ha uma maior progressao de
espermatozoides (Johnson et al. 2017). No entanto, ainda ndo havia sido investigado quais
altera¢Oes a hiperativacdo causa no comportamento de reotaxia dos espermatozoides
bovinos em ambiente simulado de tuba uterina. Até onde sabemos este é o primeiro estudo



que avalia a influéncia da hiperativacdo na velocidade média de natacdo e angulacdo da
trajetdria de espermatozoides bovinos que apresentam reotaxia.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a resposta reotatica aumenta a
velocidade de natagdo do espermatozoide bovino nao hiperativado e do hiperativado,
estando de acordo com o padrdo reotatico dos espermatozoides ja caracterizado por
aumento da velocidade (Rappa et al. 2018), rota¢do da cauda e comportamento hiperativado
(Miki e Clapham 2013). O espermatozoide tem que percorrer uma longa distancia no trato
genital feminino, e, portanto, essa caracteristica de aumento de velocidade seria importante
para que ele consiga vencer o fluxo tubario e subir ao encontro do ovécito, sem perder o
momento ideal de fecundacao.

Este estudo demonstrou que a trajetdria dos espermatozoides reotaticos, antes
mesmo da capacitacdo, tem angulacao lateral em relacdo a trajetdria do fluxo, o que causaria
o encontro do espermatozoide com o limite do seu ambiente, no caso, a parede da tuba
uterina e nadasse em contato com ela. As mudancgas bioquimicas que ocorrem com
espermatozoide durante a capacitacdo, acontecem pela interacdo deste com a parede do
Utero/tuba uterina, o que seria facilitado pelo deslocamento lateral demonstrado nesse
estudo (Suarez et al. 2006). Estudos recentes demonstraram que a reotaxia pode ser usada
para selecionar uma populacio de espermatozoides de baixa fragmentacdo de DNA (Acido
Desoxirribonucleico) com alta motilidade, morfologia e viabilidade, levando a melhores taxas
de desenvolvimento embriondrio (De Martin et al. 2017; Nagata et al. 2018; Zaferani et al.
2018; Romero-Aguirregomezcorta et al. 2021). O deslocamento lateral além de facilitar a
capacitacdo poderia também contribuir para a selecdo espermatica in vivo.

A capacitacdo espermatica que ocorre ao longo do trato genital feminino, é definida
como a maturacdo do espermatozoide para que ele seja capaz de fecundar o ovécito e a
hiperativacdo é uma das etapas consideradas mais importantes. A hiperativacdo é proposta
como um comportamento que proporciona o espermatozoide se desprender do
revestimento epitelial do reservatério espermatico no istmo, aumentar a eficiéncia da
natacdo no muco viscoso e penetrar no complexo cumulus do ovécito e na zona pellcida
(Simons et al. 2014).Ja foi demonstrado que espermatozoide bovinos hiperativados
apresentam resposta reotdtica positiva (Kantsler et al. 2014; Johnson et al. 2017). Um dos
resultados deste estudo é que existe uma diminuicao da velocidade média de natacdo e um
aumento na angulacao da trajetéria em relagdo ao fluxo dos espermatozoides hiperativados,
demonstrando que a hiperativacao altera a reotaxia dos espermatozoides bovinos. Sabendo
gue o ovdcito fica mais ao centro da ampola da tuba uterina, o aumento do angulo e a
diminuicdo da velocidade pode proporcionar mais chance dele encontra-lo. Existe a proposta
gue o mecanismo de reotaxia é central para permitir aos espermatozoides moveis
progredirem em longas distancias através do trato reprodutivo feminino, sofrerem
capacitacdo e que em cada espécie existem outros mecanismos (termotaxia e quimiotaxia)
gue modulam a orientacao dos espermatozoides hiperativados ao encontro do ovdcito (Nair
2020). Portanto, a diminuicdo da velocidade e o aumento do angulo pode ser mais um
mecanismo de modulacdo dos espermatozoides ao encontro do ovécito. Além disso, estes
resultados corroboram com o Unico dado conhecido que avalia a influéncia da hiperativacao
na reotaxia de sémen bovino (Johnson et al. 2017), no qual também concluiu que a reotaxia
foi significativamente alterada pela hiperativacao.

A guimiotaxia € um mecanismo que orienta o espermatozoide para sua atragcdo por
substancias (aminoacidos, peptideos, lipidios, esterdides sulfatados) que sdo secretadas no
fluido foliculare pelo complexo cumulus odcito, porém apenas uma fracdo do esperma



humano capacitado (2—10%) demonstrou ser quimiotaticamente responsivo (Dominguez et
al. 2018), sugerindo que a funcdo da quimiotaxia seja a atracdo seletiva de espermatozoides
capacitados dentro da ampola pelo odcito maturado (Nair 2020). A alteragdo que a
hiperativacdo causa na reotaxia do sémen bovino relatada neste estudo fortalece a proposta
de mudanga de protagonismo do mecanismo de transporte da reotaxia para a quimiotaxia.
Portanto, uma diminuicao da velocidade média de nata¢ao poderia favorecer a interagao do
espermatozoide hiperativado com substancias quimioatraentes.

Embora, Johnson et al. (2017) ndo tenha avaliado diretamente os parametros, sugere
gue quando os espermatozoides de touro hiperativados sdao expostos a um fluxo de fluido,
sdo capazes de manter o aumento da velocidade de natacdo, mas alteram seu padrdo de
natacdo para linear. Neste presente estudo, o dado evidenciado de que espermatozoides
hiperativados que apresentam reotaxia tem uma velocidade média de natagao maior do que
os espermatozoides que nadam aleatoriamente em ambiente estatico vai de acordo com a
sugestdo. Porém, parte dela é contrariada pelo resultado que demonstra um aumento na
angulagdo da trajetdria em relagao ao fluxo dos espermatozoides hiperativados.

Em contraste, este estudo mostrou que a hiperativacdo ndo altera significantemente
a velocidade de natacdo dos espermatozoides em ambientes estaticos. Apesar de Marquez e
Suarez (2006) terem descrito que a hiperativacdo aumenta a velocidade curvilinea dos
espermatozoides, o presente estudo avaliou apenas a velocidade linear, a qual, nao
apresentou alteracdo significativa quando comparada com espermatozoides ndo
hiperativados em ambientes estaticos. Em todo o trato genital feminino ndao existe um
ambiente estatico no periodo fértil. Portanto, mesmo que em reproducdo assistida as
avaliacdes e processamento seminal geralmente sejam feitas sem fluxo, esses resultados nao
sdo relevantes para compreender os processos da reproducao in vivo.

6. CONCLUSAO

O estudo demonstrou que existe um aumento na velocidade média de nata¢do dos
espermatozoides hiperativados e nao hiperativados bovinos que apresentam resposta
reotatica quando comparados aos que estdo em ambiente estatico, o que facilitaria o
espermatozoide progredir em um tempo adequado até o ovdcito. Os resultados também
demonstraram que a hiperativagao por heparina diminui a velocidade e aumenta a angulagao
de natacdo dos espermatozoides bovinos que apresentam reotaxia, o que pode ser um
mecanismo de modula¢do do deslocamento dos espermatozoides ao encontro do ovdcito.
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