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RESUMO:

A influéncia da qualidade do sémen bovino congelado
sobre a fertilidade tem motivado o desenvolvimento de
inUmeras pesquisas de avaliacdo da morfologia e da
funcdo espermatica. Esta revisao aborda os principais
parametros de avaliacdo da qualidade do sémen bovino
criopreservado usado na inseminacdo artificial e sua
relacdo com a fertilidade. O objetivo do trabalho foi
descrever a importancia da qualidade do sémen bovino
criopreservado, através da elevacao da fertilidade dos
rebanhos, buscando aumentar a eficiéncia econdmica
da bovinocultura brasileira.

Palavras-Chiave: Biotécnica reprodutiva. CASA.
Citométro. Touro

ABSTRACT:

The influence of the quality of the frozen bovine semen
on the fertility has motivated the development of
numerous researches of morphology and sperm
function evaluation. This review addresses the main
parameters of evaluation of the quality of cryopreserved
bovine semen used in artificial insemination and its
relation to fertility. The objective of this work was to
describe the importance of the quality of cryopreserved
bovine semen, by increasing the fertility of the herds,
aiming to increase the economic efficiency of Brazilian
bovine animals.
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1. Introducao

Com destague no cenario mundial do agronegdcio a pecuaria, atividade presente em todos os
estados brasileiros € um setor de grande importancia econdomica. Nesse segmento se destaca a
bovinocultura, ramificada em cadeia produtiva da carne e do leite. Os bons resultados
guantitativos e qualitativos alcancados na producao de bovinos estao diretamente ligados ao
clima tropical, a extensao territorial, ao uso de tecnologias, a capacitacao profissional, a
sanidade animal, o manejo reprodutivo animal, a nutricdao animal e a seguranca alimentar.
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A importancia do uso de tecnologias na bovinocultura brasileira vem sendo reconhecida,
principalmente pela perspectiva de retorno financeiro por meio da eficiéncia nos sistemas de
producado, intensificada com o uso de eficientes técnicas de manejo e biotecnologias aplicadas a
reproducao animal. Proporcionando assim, o aumento da produtividade do setor pecuéario,
produzindo com sustentabilidade e competitividade, pela otimizacao do sistema de producao,
através de maior produtividade por area, diminuicao dos custos e maximizacao do uso de
animais geneticamente superiores (EMERICK et al., 2011).

A avaliacao e a selecao de animais sao extremamente importantes no Brasil, devido ao enorme
déficit de reprodutores geneticamente qualificados para atender a demanda dos pecuaristas,
necessitando de cerca de 350 mil touros de reposicao anualmente, considerando uma relagao
touro:vaca de 1:30 (COSTA E SILVA et al., 2013), tem levado a ascensao da inseminagao
artificial (IA) e da inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), isso gracgas a criopreservagao do
sémen bovino.

A criopreservacao do sémen consiste na utilizacdo de crioprotetores especificos que possibilitam
0 armazenamento das doses de sémen, por periodo indeterminado em nitrogénio liquido a
-196°C.

E de suma importancia a qualidade do sémen para se obter bons percentuais de prenhez, uma
vez que o uso de sémen de ma qualidade podera prejudicar os resultados de todo o programa
de inseminacao artificial, pondo a perder todos os esforcos empreendidos na preparagao do
rebanho e dos investimentos em tecnologia (SEVERO, 2009).

EMERICK et al. (2011) afirmaram que devido o uso de animais geneticamente superiores a
demanda de sémen criopreservado aumentou no Brasil nas Ultimas décadas, tornando-se
essencial para a aplicacdao das biotécnicas reprodutivas inseminacao artificial, transferéncia de
embrides (TE) e fertilizacao “in vitro” (FIV), eliminando as limitacdes de tempo e distancia.

A inseminacdo artificial empregada nos programas de melhoramento genético de bovinos € uma
eficiente forma de dispersao de genes de animais geneticamente superiores no rebanho, gragas
ao congelamento de sémen, o estoque da genética de importancia para o rebanho e sua
utilizacao em estacoes de monta, facilitando o manejo dos animais na fazenda (ABUD et al.,
2014). Entretanto, apresenta como fator limitante de sua eficiéncia, o processo de
criopreservacao dos espermatozoides e a avaliacdo da sua viabilidade celular.

Os procedimentos de separacdo espermatica permitem a recuperacao de espermatozoides de
melhor qualidade, exibindo maior proporcao de movimento progressivo e de células
morfologicamente normais, técnica extremamente importante considerando que um touro pode
produzir até 500 doses de sémen por ejaculado (DIAS et al., 2012).

O objetivo da realizacao do trabalho foi descrever a importancia da qualidade do sémen bovino
criopreservado, através da elevacdo da fertilidade dos rebanhos, buscando aumentar a
eficiéncia econbmica da bovinocultura brasileira.

2. Revisao de Literatura

2.1. Sémen bovino

Os espermatozdides sao células alongadas, recobertos pela membrana plasmatica e sao
constituidos de uma cabeca que contém o nucleo e de uma cauda (flagelo) para motilidade
celular. Eles desempenham um papel fundamental na fecundagao devido ao DNA contido em
seu nucleo (GARCIA e FERNANDEZ, 2001).

Na cabeca estdo o nucleo e o acrossoma. O colo conecta a cabeca com o flagelo, que é dividido
em peca intermediaria, principal e terminal (GARNER e HAFEZ, 2004). Essas partes que
compoem um espermatozdide bovino estdao apresentadas na Figura 1.

Figura 1



Espermatozéide bovino.

Fonte: GARNER e HAFEZ (2004).

A producao de espermatozoides é um processo continuo, eles sdao produzidos nos tubulos
seminiferos dos testiculos e entdao transportados através dos testiculos para o epididimo, onde
sao armazenados e maturados (REECE, 2014). Apos a maturagao os espermatozdides estao
prontos para serem liberados na ejaculacgao.

A cauda do epididimo dos touros possui uma capacidade de armazenamento de até dez
ejaculados sucessivos, onde os espermatozdides conseguem sobreviver por até 15 dias,
entretanto apds a ejaculacao eles sobrevivem pouco mais de 24 horas (BARBOSA et al., 2012).

Segundo GARNER e HAFEZ (2004) o sémen ¢é definido como a suspensao celular liquida que
contém os espermatozdides e as secrecdes dos drgaos acessorios do trato genital masculino,
formando no momento da ejaculacao o plasma seminal. As caracteristicas e os componentes
guimicos do sémen bovino podem ser observados abaixo na Quadro 1.

Quadro 1
Caracteristicas e componentes quimicos do sémen bovino.

Caracteristica do Componente Touro
Volume do ejaculado (mL) 5-8
Concentragao espermatica (milhdes/mL) 800-2000

Espermatozdides por ejaculado (bilhdes) 5-15



Espermatozéides méveis (%) 40-75

Espermatozéides morfologicamente normais (%) 65-95
Proteinas (g/100mL) 6,8
pH 6,4-7,8
Frutose (mg/100mL = S.E.) 460-600
Sorbitol (mg/100mL + S.E.) 10-140
Acido citrico (mg/100mL % S.E.) 620-806
Inositol (mg/100mL = S.E.) 25-46
Glicerilfosforilcolina (GPC) (mg/100mL + S.E.) 100-500
Ergotioneina (mg/100mL + S.E.) 0
Sédio (mg/100mL = S.E.) 225+13
Potdssio (mg/100mL + S.E.) 155+6
Calcio (mg/100mL + S.E.) 40+2
Magnésio (mg/100mL + S.E.) 8+0,3
Cloreto (mg/100mL + S.E.) 174+320

Fonte: Adaptado HAFEZ e HAFEZ (2004).

O sémen liberado na ejaculagdo do touro é constituido por 10% de espermatozdides e liquido
do canal deferente, cerca de 60% de liquido das vesiculas seminais, 30% de liquido préstatico e
uma pequena quantidade de liguido das glandulas bulbouretais (GUYTON e HALL, 2002).

Composto por ions, agucares, proteinas, lipideos, aminoacidos, acido citrico, minerais,
fosfatases, prostaglandinas, potassio e citrato; o plasma seminal fornece condicdes favoraveis
de sobrevivéncia aos espermatozoides (REECE, 2014). Constituido por varios tipos de aglcares
como a frutose (principal acucar do plasma seminal de touros), glicose, manose, galactose,
arabinose, ribose, fucose, sorbitol e inositol; fornecendo substratos para producao de energia
aos espermatozoides, sendo diretamente relacionadas com a fertilidade (ASSUMPCAO et al.,
2013 b).

O volume do plasma seminal pode variar de acordo com a espécie e o sémen pode ser diluido
em taxas especificas garantindo que o volume da dose inseminante contenha espermatozodides
suficientes para proporcionar alta fertilidade sem desperdicar muitas células (HAFEZ, 2004).

2.2. Criopreservacao do sémen bovino

Para iniciar a coleta de sémen e obter bons ejaculados que possam ser congelados alguns
cuidados referentes ao touro devem ser tomados. O sémen bovino pode ser coletado por



diferentes métodos levando em consideracdao o bem estar dos animais, um bom manejo e
pessoas bem preparadas. Esses métodos utilizados sdo a eletroejaculacdo, a vagina artificial e a
massagem das ampolas dos ductos deferentes (CARVALHO, 2014).

A criopreservacao possibilita o armazenamento de células espermaticas por um longo prazo
(BOSCARATO e MARTINS, 2014), e esse material genético pode ser utilizado nos programas de
IA e IATF, e também na producao in vitro de embrides (PIVE).

A criopreservacao de gametas traz inUmeras vantagens para a producdo e reproducdo de
diversas espécies animais, por isso varios métodos sao empregados para avaliar a conservacao
seminal entre elas a motilidade, as morfopatologias, a morfometria e a fertilizacao (ARAUJO,
2010).

A célula espermatica durante o processo de criopreservagao € submetida a estresse mecanico,
guimico, osmotico e térmico entre 5°C e -158°C (FUJITA et al., 2013); gerando danos a
membrana celular pela desestabilizacdao da bicamada lipidica, que ocorre a medida que a
temperatura diminui e a membrana sofre uma transicdao de fase, passando da fase fluida para a
fase de gel (BOSCARATO et al., 2016).

Os métodos de criopreservacao de espermatozoides sao relacionados com a estrutura funcional
das membranas espermaticas e metabolismo celular, através da diluicao, refrigeracao,
congelacao, armazenamento e descongelacao do sémen (LUZ et al., 2011) e constituido de
varios passos nao fisioldgicos, envolvendo o uso de um agente crioprotetor permeavel, o
resfriamento, o aquecimento e a remocao desse crioprotetor (ABUD et al., 2014).

O sucesso da congelacdao espermatica esta sujeito ao bloqueio completo de todos os processos
metabdlicos das células espermaticas. Foi a partir da década de 40 que a criopreservacao do
sémen bovino teve grandes avancos decorrentes da descoberta da fungao crioprotetora do
glicerol, entretanto, a preservacao média da viabilidade espermatica é de apenas cerca de 50%
(CHACUR et al., 2012; GUERRA NETO et al., 2012). Esse baixo indice é resultado das diversas
alteracdes bioquimicas e estruturais da célula espermatica (acrossomo, nucleo, mitocondrias,
axonema, membrana plasmatica) e até 85% dos espermatozoides bovinos sofrem algum tipo
de injuria durante o processo de congelacdao/descongelacao (CRESPILHO, 2007; BOSCARATO e
MARTINS, 2014).

A funcao dos agentes crioprotetores é proporcionar nutrientes como fonte de energia; proteger
contra o efeito prejudicial do resfriamento rapido; evitar variacdes de pH a medida que o acido
|latico é formado; manter a pressao osmotica e o equilibrio eletrolitico; inibir o crescimento
bacteriano; aumentar o volume do sémen e proteger os espermatozoides durante a congelagao
(HAFEZ, 2004).

A primeira etapa da criopreservacao espermatica € a diluicdo do sémen em meios especificos
para garantia da manutencao do movimento celular (PAPA et al, 2008). Sua composicao
influencia na sobrevivéncia espermatica durante o processamento e na refrigeracao ou
congelagcao (CRESPILHO, 2007), fator crucial para a preservacao da integridade espermatica e
habilidade de fertilizacao dos espermatozoides bovinos (PRADO et al., 2012).

O sémen diluido é envasado em palhetas francesas de 0,25mL ou de 0,5 mL de forma manual,
por meio de pipetas e/ou seringas ou automatica, com envasador préprio para palheta
(BERBER, 2009). O congelamento das palhetas de sémen pode ser realizado através de sistema
automatizado, onde a curva de resfriamento é controlada eletronicamente ou pelo sistema
convencional em que a curva de resfriamento ndo é controlada (ABUD et al., 2014). Apds o
congelamento as palhetas sao acondicionadas em hastes metalicas chamadas de raques e sao
armazenadas nos botijoes de nitrogénio liquido (TEIXEIRA, 2009).

Os diluentes sdo substancias idnicas e ndo-ibnicas que mantém a osmolaridade e tamponam o
meio; sao compostos por um crioprotetor, uma fonte de lipoproteina e aditivos (LEITE et al.,
2011; BERTOL et al., 2014). Os principais crioprotetores bovinos sao os acucares: o glicerol, o
etilenoglicol e o dimetilsulfoxido (DMSO) (MADEIRA et al., 2013; BERTOL et al., 2014). Como
fonte de lipoproteina para proteger contra o choque térmico sdo usados a gema de ovo (FUJITA



et al., 2013; MADEIRA et al., 2013), o leite de vaca integral homogeneizado, o leite desnatado
fresco ou reconstituido, a dgua de coco e a lecitina de soja (LEITE et al., 2011). Os aditivos
empregados na criopreservacao sao as enzimas antioxidantes e os antibidticos (LEITE et al.,
2011; BERTOL et al., 2014).

A concentracao espermatica da dose inseminante é relacionada como um dos fatores que
interferem na fertilidade do sémen congelado (DIAS, 2010), o processo de diluicdo do sEmen
contribui para o aproveitamento de um ejaculado para um maior nimero de fémeas
(CAVALERO et al., 2015), uma vez que os bovinos produzem ejaculados contendo uma maior
guantidade de espermatozdides do que o necessario para a fecundacao (ARAUJO, 2010).

A diluicao excessiva causa desestabilizacao da membrana devido a diminuicdo de fatores
protetores do plasma seminal, que interferem na fertilidade pds-inseminacgao. Entretanto, em
doses de sémen com altas concentragoes espermaticas, um dos problemas encontrados é o
estresse oxidativo, onde o metabolismo dos espermatozdides gera grande quantidade de
radicais livres (superdxido) e o ndo radical (peréxido de hidrogénio) (DUARTE JUNIOR et al.,
2015; QUEIROZ et al., 2015).

As doses de sémen comercializadas no Brasil utilizadas para inseminacao artificial sao
padronizadas para os touros de alta fertilidade em 10x106 de espermatozdides e de até 15x106
de espermatozdides moveis por dose para os touros de fertilidade média a baixa (SEVERO,
2009). Porém, esse numero representa apenas numero de espermatozdides inseminados e nao
a porcentagem referente a fertilidade.

Existe a necessidade de obter informagdes mais objetivas acerca da porcentagem de
espermatozdides mdveis, pois esses dados precisos sobre o movimento espermatico pode ser
utilizada para prever o potencial de fertilidade ou selecionar o melhor procedimento para o
processamento do sémen (NASCIMENTO et al., 2015).

CRESPILHO (2007) considera que o numero minimo de espermatozoides necessarios a elevagao
dos indices de concepgao bovina € motivo para novas pesquisas e trabalhos, afinal determinar
gual a melhor dose inseminante, reflete numa melhor relagdo custo/beneficio, garante bons
indices de fertilidade e controla a variacao individual dos touros.

2.3. Qualidade do sémen bovino criopreservado

A qualidade do sémen bovino corresponde ao conceito sobre o seu poder fecundante e sua
relacdao com a fertilidade, onde o sémen € congelado e depois descongelado para avaliagao da
qualidade dos espermatozdides (SEVERO, 2009).

O critério na avaliacao da fertilidade seminal apds o descongelamento é a taxa de
espermatozdéides moveis e que o critério para o sucesso da reproducao é a duragao da
motilidade espermatica, que é inferior a um minuto, mas, muito importante para a fertilizagao
(CELEGHINI et al., 2017), ja que os espermatozoides precisam encontrar e penetrar a micropila
do ovocito antes do seu fechamento (DIAS, 2010).

Os touros selecionados para os centros de coleta e armazenamento do sémen, considerados
geneticamente superiores sao escolhidos de acordo com suas caracteristicas fenotipicas e
genotipicas, e com a utilizacdo da selegcdo gendémica, o que possibilita a inclusdao de animais
jovens nos programas, sem a realizacao de testes de fertilidade a campo (CARREIRA, 2012).
Por isso a avaliacao da qualidade do ejaculado desses touros € de grande importancia, bem
como o conhecimento da fertilidade e qualidade do sémen apds o congelamento.

A qualidade do sémen bovino sofre uma influéncia da idade ocasionada pela maturidade sexual,
que ocorre entre 30 e 36 meses de idade nos Bos taurus indicus e entre 16 e 20 meses nos Bos
taurus taurus (MELLO, 2014), além disso fatores ambientais, nutricionais, a raca e a idade do
touro podem influenciar na qualidade do ejaculado (QUEIROZ et al., 2015).

Com a maturidade sexual do touro, a avaliacdao de sua fertilidade € baseada nas caracteristicas
do animal e do seu sémen (ASSUMPCAO et al., 2013 a), que deve apresentar no minimo 50%



de motilidade espermatica progressiva e morfologia espermatica com no maximo 10% de
defeitos esperméNticos maiores e 20% de defeitos espermaticos menores (MONTEIRO et al.,
2011; ASSUMPCAO et al., 2013 a; ARRUDA et al., 2015); conforme mostra a Figura 2.

Figura 2
Principais defeitos dos espermatozdides.
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Fonte: MARQUES e MENDES, 2017.

A motilidade caracteristica observada na avaliacao da qualidade espermatica apds o processo
de criopreservacao (CARVALHO et al., 2009; CHACUR et al., 2012), vem sendo substituida pelo
Sistema Computadorizado de Avaliacdo do Movimento Espermatico (CASA), que é capaz de
avaliar células moveis, imdveis e registra suas trajetorias individuais e as caracteristicas do
movimento (CHACUR et al., 2012; CARREIRA, 2012).

2.4. Métodos de avaliacao da qualidade do sémen bovino

A gualidade do sémen esta amarrada a integridade e funcao de todas as estruturas que
constituem o espermatozoide, como a membrana plasmatica, o flagelo, as mitocondrias, o
acrossomo e a cromatina, que geralmente sao avaliadas separadamente por diferentes técnicas
e nem sempre correspondem a sua capacidade fecundante (ARRUDA et al., 2011).

Segundo SEVERO (2009) o sucesso na fertilizagdo é resultado da correta manipulagao do
sémen, da qualidade dos espermatozdides (caracteristicas fisicas e morfolégicas adequadas) e
de inseminadores capacitados e qualificados.

A correlacao entre os parametros espermaticos e os indices de fertilidade ainda sao variaveis,
apesar do desenvolvimento de varios métodos de anadlise laboratorial do s€émen bovino
congelado, todavia, nenhuma técnica de avaliagao executada isoladamente apresenta
sensibilidade suficiente para determinar a fertilidade, mas sim, a combinacao dos diversos
métodos de anadlises (LIMA 2014; CELEGHINI et al., 2017).

Na avaliacao da fertilidade do touro a analise do sémen é muito importante e pode ser realizada
por diferentes métodos, entre eles a avaliagdo macroscopica, microscopica e analise das
patologias espermaticas (TEIXEIRA, 2009); o Teste de Termorresisténcia (SIQUEIRA et al.,
2007); e as avaliagdes do Sistema Computadorizado de Avaliagdao do Movimento Espermatico
(CASA) e do Citometro (GUERRA NETO et al., 2012).

2.4.1. Avaliacao macroscopica do sémen bovino

A analise macroscépica compreende a verificagdao do volume, coloragao, odor, movimento de
massa, densidade e pH do ejaculado (TEIXEIRA, 2009; OLIVEIRA et al., 2011; MIRANDA NETO
et al.,, 2011).

e A verificacdao do volume avalia a qualidade espermatica e determina o nimero de doses de sémen
gue serao preparadas. O volume do ejaculado bovino varia de 0,5 - 20 mL, mas em geral a média é



5 mL (TEIXEIRA, 2009).

e A coloracao do sémen bovino é classificada como branca ou branco-perolado (MIRANDA NETO et al.,
2011).

e O odor do sémen bovino na maioria das vezes é imperceptivel (sui generis) que provém do fosfato
de espermina, mas pode apresentar um odor urinoso ou citrico pela presenca de urina no ejaculado
(TEIXEIRA, 2009).

e O movimento de massa do sémen consiste na visualizagdo da movimentacao do ejaculado. Em
touros é dificil de ser observado e pode ser classificado em movimento ativo, médio ou lento
(MARQUES FILHO, 2008).

e O pH do sémen do touro varia entre 6,5 a 6,9 (TEIXEIRA, 2009).

¢ A densidade do sémen representa a quantidade de células espermaticas, que pode variar de um
animal para outro e entre os ejaculados do mesmo touro; e é classificada em muito densa; densa;
pouco densa; aquosa (OLIVEIRA et al., 2011).

2.4.2. Avaliacao microscopica do sémen bovino

A avaliacao fisica microscopica do sémen é realizada em microscopio Optico e sao avaliadas a
concentracao, a motilidade, o turbilhonamento e o vigor (OLIVEIRA et al., 2011; MIRANDA
NETO et al., 2011).

Para avaliar a concentracao sao utilizados a Camara de Neubauer e/ou Espectrofotometro, que
determinam o nimero de espermatozoides por centimetro clbico (TEIXEIRA, 2009).

A motilidade é avaliada imediatamente apds a coleta de sémen, representa a porcentagem de
espermatozdides vivos e moveis, sendo classificada em graus que variam de 1 a 5 (Quadro 2),
gue correspondem a porcentagem e indicam a intensidade de deslocamento dos
espermatozdides (BERBER, 2009).

Quadro 2
Classificagao do ejaculado de acordo com a sua motilidade.

Grau Porcentagem de espermatozoides em movimento
5 100 - 80%
4 80 - 60%
3 60 - 40%
2 40 - 20%
1 20 - 10%

Fonte: Adaptado BERBER (2009).

O turbilhonamento é o movimento dos espermatozoides identificado em forma de ondas na
observacao de uma peguena gota de sémen no microscopio ou na observacao do ejaculado
contra a luz; e é classificado numa escala de 0 a 5 (TEIXEIRA, 2009).

O vigor é avaliado na mesma lamina da motilidade, observando a propulsdo e a velocidade dos
espermatozdides na lamina, e classificando-os em graus de 0 a 5 (Quadro 3) (OLIVEIRA et al.,
2011).

Quadro 3
Classificacdo da propulsao e velocidade dos espermatozdides.

Grau Propulsao e velocidade dos espermatozdides



0 Estatico - morto

1 Moribundos - péssimos
2 Lento - ruim
3,4e5 Bons

Fonte: Adaptado BERBER (2009).

2.4.3. Analise das patologias do sémen bovino

A Anédlise das patologias espermaticas identifica se ha alteracao na cabeca, na peca
intermediaria e na cauda do espermatozdide. Para identificar alteracdes na cabecga é realizado o
esfregaco de sémen fresco em lamina corada, o corante penetra na célula morta, mas, a viva
permanece incolor e sao avaliados 200 espermatozoides (TEIXEIRA, 2009).

Para avaliar alteragdes na peca intermedidria e na cauda do espermatozoide é usado o método
de cdmara Umida, colocando uma gota de sémen em formol/salina numa lamina com laminula
vedada com esmalte e sdo avaliados 200 espermatozoides (SILVA et al., 2003).

2.4.4. Teste de termorresisténcia

Desenvolvido por Dimitropoulos em 1967, o Teste de Termorresisténcia (TTR) busca avaliar a
fertilidade potencial de partidas de sémen bovino congelado, que posteriormente foi adaptado
para as demais espécies (SIQUEIRA et al., 2007).

O TTR possibilita verificar a resisténcia dos espermatozdides a incubacao, através da avaliacao
da porcentagem de espermatozdides moveis na dose inseminante (BORGES-SILVA et al., 2015)
0 que apresenta correlacao positiva e altamente significativa com a fertilidade real.

Posteriormente Dimitropoulos adaptou o Teste de Termorresisténcia para duas versoes: o Teste
de Termorresiténcia Lento (TTR/L) e o Teste de Termorresiténcia Rapido (TTR/R) (SIQUEIRA et
al., 2007).

No TTR/L a prova consiste na incubacao de uma amostra de sémen a 37°C durante 5 horas,
verificando a porcentagem de motilidade progressiva e o vigor dos espermatozodides a cada 30
minutos (SEVERO, 2009).

Ja no TTR/R, a amostra de sémen é colocando em banho-maria a 45°C por 30 minutos e depois
avaliada a porcentagem de motilidade progressiva e o vigor dos espermatozdides
(VASCONCELOS FILHO, 2010).

2.4.5. Sistema computadorizado de avaliacao do movimento espermatico

Para avaliacao espermatica os parametros mais utilizados sdo as caracteristicas fisicas como o
total de espermatozdides na amostra, a motilidade espermatica progressiva, o vigor, o nimero
de espermatozdides viaveis e a morfologia espermatica (defeitos maiores, menores e totais)
(MARTINS et al., 2012; CELEGHINI et al., 2017). Porém, por serem considerados subjetivos,
estes parametros tém se mostrado limitados quanto a capacidade de predizer o potencial de
fertilidade do sémen e veem sendo substituidos por outros como o Sistema Computadorizado
de Avaliacao do Movimento Espermatico (CASA) e o Citdbmetro (GUERRA NETO et al., 2012).

O método CASA é um sistema automatico com hardware e software que permite a avaliacao
exata e objetiva da motilidade, fornece informagdes precisas e significativas da cinética da
célula espermatica, determina a porcentagem de células mdveis na amostra e quantifica
caracteristicas especificas do movimento espermatico (ARRUDA et al., 2011).

O CASA é programado com uma micrometragem minima e maxima para identificacao dos
espermatozodides de acordo com a espécie animal. As imagens dos espermatozdides sao



capturadas pelo estroboscépico acoplado ao computador, que digitaliza as imagens, formando
um video do trajeto, obtido pelas marcacoes de pontos onde a cabeca do espermatozdide estd
em cada foto e eles sdo classificados em movel ndo progressivo, linear lento, linear rapido e
imével (BERGSTEIN et al., 2014).

Segundo Arruda et al., (2011) e Bergstein et al., (2014) os parametros gerados da analise
espermatica realizada pelo CASA sao:

e Motilidade Total (%): € a proporcgao de células mdveis total e representa a populagao de células em
movimento com uma velocidade minima determinada no setup;
Motilidade Progressiva (%): é referente a porcentagem de células movendo-se progressivamente;
Velocidade de Trajeto (VAP, um/s): é a velocidade média ininterrupta do trajeto da célula;
Velocidade Progressiva (VSL, um/s): é a velocidade média percorrida em linha reta entre os pontos
inicial e final do trajeto;
Velocidade Curvilinear (VCL, um/s): é a velocidade média de percurso da célula;
Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH, um): é a largura média da oscilacdo da cabeca
conforme a célula se move;

e Frequéncia de Batimentos (BCF, Hz): é a frequéncia com que a cabeca do espermatozdide move-se
para tras e para frente durante um trajeto percorrido;
Retilinearidade (STR, %): é o valor médio da proporcao entre VSL/VAP;
Linearidade (LIN, %): é o valor médio da proporcao entre VSL/VCL;
Velocidade Rapida (%).

2.4.6. Citometria de fluxo

O uso de anadlises computadorizadas e sondas fluorescentes por meio de microscopia de
Epifluorescéncia ou Citometria de Fluxo sdo métodos utilizados em diversas espécies, devido a
sua maior acuracia sobre a qualidade do sémen (NASCIMENTO et al., 2015).

As amostras coradas pelas sondas fluorescentes sao avaliadas em microscopio de fluorescéncia
ou em Citometro de fluxo. Esses corantes fluorescentes (Quadro 4) sdao sondas usadas na
identificacao de condicOes subcelulares, possibilitando a identificacao de alteragdes estruturais
ou metabdlicas no interior da célula (BRAGA et al., 2016).

Quadro 4
Principais estruturas analisadas do espermatozdide e as sondas fluorescentes utilizadas.

Estrutura analisada Sonda fluorescente

Avaliacao da morfologia espermatica Rosa bengala

Avaliacao da integridade da membrana plasmatica Eosina e Nigrosina

Avaliacao de integridade de acrossoma Trypan blue e Giemsa

Avaliacao da integridade de DNA Alaranjado de acridine

Teste de capacitagdo espermatica Hidroclorito de clortetraciclina (CTC)

Fonte: MARTINS et al., 2016.

A Citometria de Fluxo possibilita a contagem, classificagao, exame e o isolamento dos
espermatozoides bovinos, que sao marcados com um corante fluorescente especifico e movidos
individualmente pelo sistema 6ptico do fluxo laminar para serem contados com maior
repetibilidade e precisao (MAZIERO et al., 2009).

Esse feixe excita as sondas fluorescentes associadas as células e capta a frequéncia da luz e o



equipamento converte essa frequéncia em sinais elétricos, que sao quantificados pelo software.
Por meio da Citometria de fluxo, é possivel medir a quantidade de uma ou mais sondas
fluorescentes associadas as células, de forma imparcial, com inigualavel precisdo, sensibilidade
e rapidez (BERGSTEIN et al., 2014).

As sondas fluorescentes monitoram através da coloracdo a funcionalidade dos espermatozdides,
avaliando a integridade da membrana plasmatica e acrossomal, o potencial mitocondrial, a
translocacdo de fosfolipidios de membrana, o indice de caspase-ativada, o indice de
fragmentacao de DNA, a integridade do flagelo, a peroxidacao lipidica, a fosforilizacao da
tirosina e a reacao acrossomica (MAZIERO et al., 2009; ARRUDA et al., 2011; BERGSTEIN et
al., 2014).

A Membrana plasmatica € uma estrutura integra com fungdes essenciais a fecundacao e a
viabilidade seminal, garantindo a homeostase celular e mantendo a motilidade espermatica
(ARRUDA et al., 2011). A Capacitacao espermatica sdo mudancas sofridas pelo espermatozodide
no trato reprodutivo da fémea, ente elas a reacdo acrossomal, iniciada imediatamente apéds a
ligacdo do espermatozoide a zona pellcida (BERGSTEIN et al., 2014). A relacao do potencial
mitocondrial e a fertilidade ainda sao desconhecidas, por isso, as sondas fluorescentes usadas
na identificacdo do potencial mitocondrial sao consideradas uma boa técnica de avaliagao do
sémen (BERGSTEIN et al., 2014; CELEGHINI et al., 2017). Em testes de motilidade e
integridade de membrana, espermatozdides com DNA lesionados podem ser considerados
normais, entretanto, eles podem induzir a uma falha no desenvolvimento embrionario
(LASCARRO e SIERRA, 2013).

Técnicas de associacao de sondas fluorescentes estao sendo desenvolvidas para avaliacao dos
espermatozoides de diferentes espécies animais e dependendo do tipo de laser, dos detectores
de radiacao e dos filtros presentes no Citbmetro é possivel avaliar multiplos parametros em
uma Unica amostra (MAZIERO et al., 2009).

3. Consideracoes Finais

Apos o presente estudo entende-se que é fundamental o uso de métodos adequados de coleta,
armazenamento e de criopreservacao do sémen bovino, para garantir a qualidade e obter
maiores indices de fertilidade nos rebanhos.

Para que a criopreservacgao ocorra de forma eficiente € necessario que a diluicao seja realizada
de forma correta, o que resultara num sémen de melhor qualidade e na maior quantidade de
doses inseminantes, permitindo a inseminacao de maior numero de fémeas, proporcionando o
melhoramento genético e tornando o processo mais lucrativo.

Utilizar sémen com qualidade é imprescindivel para a fertilidade e sucesso da reproducao de
bovinos.
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