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RESUMO

A qualidade do sémen bovino € muito importante na obtencdo de bons
percentuais de prenhez, pois, o uso de sémen de ma qualidade podera prejudicar os
resultados do programa de inseminacéao artificial, pondo a perder todos os esforcos
empreendidos na preparacdo do rebanho e os investimentos em tecnologia. H4 na
literatura poucos trabalhos que exploram especificamente a relacdo existente entre a
qualidade das amostras seminais dos touros e a concentragdo ideal de
espermatozoides viaveis inseminados e sua influéncia sobre a fertilidade. O objetivo
foi avaliar o efeito da concentracdo espermética na cinética e morfologia
espermatica do sémen bovino criopreservado em diferentes concentracdes
esperméticas. As concentracdo concentracfes espermaticas avaliadas foram
10x10°, 20x10°, 30x10°, 40x10° e 50x10° de espermatozoides por palheta do mesmo
ejaculado. As doses descongeladas para analise tiveram seus espermatozoides
submetidos aos testes do CASA de cinética e morfologia espermatica, ao teste de
termorresisténcia lento (TTR/L) e de termorresisténcia rapido (TTR/R). A andlise
estatistica foi realizada pelo programa SISVAR® p<0,05 e foram utilizados o teste
Tukey e o teste de Correlacdo. As concentracdes espermaticas de 30x10° e 40x10°
de espermatozoides por palheta sdo as que apresentaram melhor qualidade
espermaética.

Palavras-chave: CASA. Dose inseminante. Termorresisténcia. Touros.



ABSTRACT

The quality of bovine semen is very important in achieving good pregnancy
percentages, as the use of poor semen can harm the results of the artificial
insemination program, thus losing all the efforts made in the preparation of the herd
and investments in technology. There are few studies in the literature that specifically
explore the relationship between the quality of the seminal samples of the bulls and
the ideal concentration of viable spermatozoa inseminated and their influence on
fertility. The objective was to evaluate the effect of sperm concentration on sperm
kinetics and morphology of cryopreserved bovine semen at different sperm
concentrations. The concentrations of sperm evaluated were 10x10°, 20x10°, 30x10°,
40x10° and 50x10° spermatozoa per vial of the same ejaculate. The thawed doses
for analysis had their spermatozoa submitted to CASA tests of kinetics and sperm
morphology, slow thermoresistance test (TTR/L) and fast thermoresistance (TTR/R)
test. Statistical analysis was performed using the SISVAR® program p<0,05 and the
Tukey test and the Correlation test were used. The spermatic concentrations of
30x10° and 40x10° of spermatozoa per vane were those that presented better
spermatic quality.

Key words: Bulls. CASA. Dose inseminate. Thermoresistance.
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Com destague no cenario mundial do agronego6cio a pecuéria, atividade
presente em todos os estados brasileiros € um setor de grande importancia
econdbmica. Nesse segmento se destaca a bovinocultura, ramificada em cadeia
produtiva da carne e do leite. Os bons resultados quantitativos e qualitativos
alcancados na producédo de bovinos estdo diretamente ligados ao clima tropical, a
extensao territorial, ao uso de tecnologias, a capacitacdo profissional, a sanidade
animal, o manejo reprodutivo animal, a nutricdo animal e a seguranca alimentar.

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 producdo, intensificada com o uso de eficientes técnicas
de manejo e biotecnologias aplicadas a reproducéo animal. Proporcionando assim, o
aumento da produtividade do setor pecuario, produzindo com sustentabilidade e
competitividade, pela otimizacdo do sistema de producdo, através de maior
produtividade por area, diminuicdo dos custos e maximizacdo do uso de animais
geneticamente superiores (EMERICK et al., 2011).

A avaliacdo e a selecdo de animais sdo 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 ascensdo da inseminacao artificial (IA) e da inseminacéo
artificial em tempo fixo (IATF), isso gracas a criopreservacdo do sémen bovino.

A criopreservacdo do sémen consiste na utlizacdo de crioprotetores
especificos que possibilitam o 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 inseminacgao artificial, pondo a perder todos o0s
esforcos empreendidos na preparacdo do rebanho e dos investimentos em
tecnologia (SEVERO, 2009).

Revisdo de Literatura publicada na Revista Espacios, v. 39, n. 14, 2018.



16

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

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

Os procedimentos de separacdo espermatica permitem a recuperacdo de
espermatozoides de melhor qualidade, exibindo maior propor¢do 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 realizag&o do trabalho foi descrever a importancia da qualidade
do sémen bovino criopreservado, através da elevacdo da fertilidade dos rebanhos,

buscando aumentar a efici€ncia econdmica da bovinocultura brasileira.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sémen bovino

Os espermatozoides sao células alongadas, recobertos pela membrana
plasmatica e séo constituidos de uma cabeca que contém o nucleo e de uma cauda
(flagelo) para motilidade celular. Eles desempenham um papel fundamental na
fecundac&o devido ao DNA contido em seu nicleo (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 compdem um espermatozoide bovino estdo

apresentadas na Figura 1.
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% Acrossoma

Flagelo

Pega terminal intermedidria

Figura 1: Espermatozoide bovino.
Fonte: Adaptado GARNER e HAFEZ (2004).

A producédo de espermatozoides € um processo continuo, eles sdo produzidos
nos tubulos seminiferos dos testiculos e entédo transportados através dos testiculos
para o epididimo, onde sdo armazenados e maturados (REECE, 2014). Apés a
maturacao os espermatozoides estdo prontos para serem liberados na ejaculacao.

A cauda do epididimo dos touros possui uma capacidade de armazenamento
de até dez ejaculados sucessivos, onde 0s espermatozoides conseguem sobreviver
por até 15 dias, entretanto apds a ejaculacdo 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 espermatozoides e as secre¢cdes dos Orgaos
acessorios do trato genital masculino, formando no momento da ejaculacdo o
plasma seminal. As caracteristicas e 0os componentes quimicos do sémen bovino

podem ser observados abaixo na Quadro 1.
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Quadro 1: Caracteristicas e componentes quimicos do sémen bovino.

Caracteristica do Componente Touro
Volume do ejaculado (mL) 5-8
Concentragdo espermatica (milhdes/mL) 800-2000
Espermatozoides por ejaculado (bilhdes) 5-15
Espermatozoides moveis (%) 40-75
Espermatozoides 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
Sadio (mg/100mL + S.E.) 225+13
Potéssio (mg/100mL + S.E.) 155+6
Célcio (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 ejaculacdo do touro é constituido por 10% de
espermatozoides e liquido do canal deferente, cerca de 60% de liquido das
vesiculas seminais, 30% de liquido préstatico e uma pequena quantidade de liquido
das glandulas bulbouretais (GUYTON e HALL, 2002).

Composto por ions, acucares, proteinas, lipideos, aminoacidos, acido citrico,
minerais, fosfatases, prostaglandinas, potassio e citrato; o plasma seminal fornece
condi¢cdes favoraveis de sobrevivéncia aos espermatozoides (REECE, 2014).
Constituido por varios tipos de acgucares como a frutose (principal acucar do plasma
seminal de touros), glicose, manose, galactose, arabinose, ribose, fucose, sorbitol e
inositol; fornecendo substratos para producdo de energia aos espermatozoides,
sendo diretamente relacionadas com a fertilidade (ASSUMPCAO et al., 2013 b).
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O volume do plasma seminal pode variar de acordo com a espécie e 0 sémen
pode ser diluido em taxas especificas garantindo que o volume da dose inseminante
contenha espermatozoides 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 consideracdo o bem
estar dos animais, um bom manejo e pessoas bem preparadas. Esses métodos
utilizados séo a eletroejaculacdo, a vagina artificial e a massagem das ampolas dos
ductos deferentes (CARVALHO, 2014).

A criopreservacgao possibilita 0 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 producdo in vitro de
embrides (PIVE).

A criopreservacdo de gametas traz inidmeras vantagens para a producao e
reproducdo de diversas espécies animais, por isso varios métodos sdo empregados
para avaliar a conservacdo seminal entre elas a motilidade, as morfopatologias, a
morfometria e a fertilizagdo (ARAUJO, 2010).

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

Os métodos de criopreservacdo de espermatozoides sdo relacionados com a
estrutura funcional das membranas espermaticas e metabolismo celular, através da
diluicao, refrigeracdo, congelacdo, armazenamento e descongelacdo do sémen (LUZ
et al., 2011) e constituido de varios passos nao fisioldégicos, envolvendo o uso de um
agente crioprotetor permeével, o resfriamento, o aquecimento e a remocéo desse
crioprotetor (ABUD et al., 2014).
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O sucesso da congelacdo esperméatica esta sujeito ao bloqueio completo de
todos os processos metabdlicos das células espermaticas. Foi a partir da década de
40 que a criopreservacdo do sémen bovino teve grandes avancos decorrentes da
descoberta da funcao crioprotetora do glicerol, entretanto, a preservacdo meédia da
viabilidade espermética 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, mitocéndrias,
axonema, membrana plasmatica) e até 85% dos espermatozoides bovinos sofrem
algum tipo de injaria durante o processo de congelacdo/descongelacédo
(CRESPILHO, 2007; BOSCARATO e MARTINS, 2014).

A primeira etapa da criopreservacdo espermatica é a diluicdo do sémen em
meios especificos para garantia da manutencdo do movimento celular (PAPA et al,
2008). Sua composicdo influencia na sobrevivéncia espermatica durante o
processamento e na refrigeracdo ou congelacdo (CRESPILHO, 2007), fator crucial
para a preservacdo da integridade espermatica e habilidade de fertilizacdo 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
proprio 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
resfriaimento ndo é controlada (ABUD et al., 2014). Ap6s o0 congelamento as
palhetas sdo acondicionadas em hastes metalicas chamadas de raques e séo
armazenadas nos botijées de nitrogénio liquido (TEIXEIRA, 2009).

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

Os diluentes s&o substéncias idGnicas e néo-ibnicas que mantém a
osmolaridade e tamponam o0 meio; s&o compostos por um crioprotetor, uma fonte de
lipoproteina e aditivos (LEITE et al., 2011; BERTOL et al., 2014). Os principais
crioprotetores bovinos s@o os agucares: o glicerol, o etilenoglicol e o dimetilsulfoxido
(DMSO) (MADEIRA et al., 2013; BERTOL et al., 2014). Como fonte de lipoproteina
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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 4gua de coco e a lecitina de soja (LEITE et al.,
2011). Os aditivos empregados na criopreservacao sdo as enzimas antioxidantes e
os antibioticos (LEITE et al., 2011; BERTOL et al., 2014).

A concentracdo espermética da dose inseminante € relacionada como um dos
fatores que interferem na fertilidade do sémen congelado (DIAS, 2010), o processo
de diluicdo do sémen contribui para o aproveitamento de um ejaculado para um
maior numero de fémeas (CAVALERO et al.,, 2015), uma vez que o0s bovinos
produzem ejaculados contendo uma maior quantidade de espermatozoides do que o
necessario para a fecundacdo (ARAUJO, 2010).

A diluicdo excessiva causa desestabilizacdo da membrana devido a
diminuicdo de fatores protetores do plasma seminal, que interferem na fertilidade
pés-inseminacdo. Entretanto, em doses de sémen com altas concentracdes
espermaticas, um dos problemas encontrados € o0 estresse oxidativo, onde o
metabolismo dos espermatozoides gera grande quantidade de radicais livres
(superoxido) e o nédo radical (peréxido de hidrogénio) (DUARTE JUNIOR et al., 2015;
QUEIROZ et al., 2015).

As doses de sémen comercializadas no Brasil utilizadas para inseminacéo
artificial sdo padronizadas para os touros de alta fertilidade em 10x10° de
espermatozoides e de até 15x10° de espermatozoides méveis por dose para 0s
touros de fertilidade média a baixa (SEVERO, 2009). Porém, esse numero
representa apenas numero de espermatozoides inseminados e ndo a porcentagem
referente a fertilidade.

Existe a necessidade de obter informacfes mais objetivas acerca da
porcentagem de espermatozoides méveis, 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 elevacdo dos indices de concepc¢édo bovina é motivo para novas
pesquisas e trabalhos, afinal determinar qual a melhor dose inseminante, reflete
numa melhor relagédo custo/beneficio, garante bons indices de fertilidade e controla a

variacao individual dos touros.
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2. 3 Qualidade do sémen bovino criopreservado

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

O critério na avaliacdo da fertilidade seminal apds o descongelamento é a
taxa de espermatozoides mdveis e que o critério para o sucesso da reproducao é a
duracdo da motilidade espermatica, que é inferior a um minuto, mas, muito
importante para a fertilizacdo (CELEGHINI et al., 2017), j& que os espermatozoides
precisam encontrar e penetrar a micropila do ovécito 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 selecdo genbémica, o
que possibilita a inclusdo de animais jovens nos programas, sem a realizacdo de
testes de fertilidade a campo (CARREIRA, 2012). Por isso a avaliacdo da qualidade
do ejaculado desses touros é de grande importancia, bem como o conhecimento da
fertilidade e qualidade do sémen apos 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 racga e a idade do touro podem influenciar na qualidade do
ejaculado (QUEIROZ et al., 2015).

Com a maturidade sexual do touro, a avaliagdo de sua fertilidade é baseada
nas caracteristicas do animal e do seu sémen (ASSUMPCAOQO et al., 2013 a), que
deve apresentar no minimo 50% de motilidade espermética progressiva e morfologia
espermatica com no maximo 10% de defeitos esperméticos maiores e 20% de
defeitos esperméticos menores (MONTEIRO et al., 2011; ASSUMPCAO et al., 2013
a; ARRUDA et al., 2015); conforme mostra a Figura 2.
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Figura 2: Principais defeitos dos espermatozoides.
Fonte: MARQUES e MENDES, 2017.

A motilidade caracteristica observada na avaliacdo da qualidade espermatica
apos o processo de criopreservacdao (CARVALHO et al., 2009; CHACUR et al.,
2012), vem sendo substituida pelo Sistema Computadorizado de Avaliacdo do
Movimento Esperméatico (CASA), que é capaz de avaliar células méveis, imoveis e
registra suas trajetérias individuais e as caracteristicas do movimento (CHACUR et
al., 2012; CARREIRA, 2012).

2. 4 Métodos de avaliacdo da qualidade do sémen bovino

A qualidade do sémen esta amarrada a integridade e funcdo de todas as
estruturas que constituem o espermatozoide, como a membrana plasmatica, o
flagelo, as mitocdndrias, 0 acrossomo e a cromatina, que geralmente sdo avaliadas
separadamente por diferentes técnicas e nem sempre correspondem a sua
capacidade fecundante (ARRUDA et al., 2011).

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

A correlacdo entre os parametros espermaticos e os indices de fertilidade
ainda sao variaveis, apesar do desenvolvimento de varios métodos de analise
laboratorial do sémen bovino congelado, todavia, nenhuma técnica de avaliagdo

executada isoladamente apresenta sensibilidade suficiente para determinar a
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fertilidade, mas sim, a combinacédo dos diversos métodos de andlises (LIMA 2014;
CELEGHINI et al., 2017).

Na avaliacdo da fertilidade do touro a analise do sémen € muito importante e
pode ser realizada por diferentes métodos, entre eles a avaliacdo macroscopica,
microscoépica e andlise das patologias espermaticas (TEIXEIRA, 2009); o Teste de
Termorresisténcia (SIQUEIRA et al, 2007); e as avaliacbes do Sistema
Computadorizado de Avaliagcdo do Movimento Espermatico (CASA) e do Citdmetro
(GUERRA NETO et al., 2012).

2. 4.1 Avaliacdo macroscopica do sémen bovino

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

e A verificacdo do volume avalia a qualidade espermética e determina o
namero de doses de sémen que serdo preparadas. O volume do
ejaculado bovino véria de 0,5 — 20 mL, mas em geral a média € 5 mL
(TEIXEIRA, 2009).

e A coloracdo 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 € caracteristico (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 visualizacdo da
movimentacdo 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).

e A densidade do sémen representa a quantidade de células
espermaticas, que pode variar de um animal para outro e entre 0s
ejaculados do mesmo touro; e é classificada em muito densa; densa;
pouco densa; aquosa (OLIVEIRA et al., 2011).
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2. 4. 2 Avaliacdo microscopica do sémen bovino

A avaliacéao fisica microscopica do sémen € realizada em microscopio optico e
sao avaliadas a concentracdo, a motilidade, o turbilhonamento e o vigor (OLIVEIRA
et al., 2011; MIRANDA NETO et al., 2011).

Para avaliar a concentracdo séo utilizados a Céamara de Neubauer e/ou
Espectrofotdmetro, que determinam o numero de espermatozoides por centimetro
cubico (TEIXEIRA, 2009).

A motilidade é avaliada imediatamente ap0s a coleta de sémen, representa a
porcentagem de espermatozoides vivos e moveis; e indicam a intensidade de
deslocamento dos espermatozoides (BERBER, 2009).

O turbilhonamento € o movimento dos espermatozoides identificado em forma
de ondas na observacdo de uma pequena gota de sémen no microscopio ou na
observacdo 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 propulséo e
a velocidade dos espermatozoides na lamina, e classificando-os em graus de 0 a 5
(Quadro 2) (OLIVEIRA et al., 2011).

Quadro 2: Classificacdo da propulséo e velocidade dos espermatozoides.

Grau Propulséo e velocidade dos espermatozoides
0 Estético — morto
1 Moribundos — péssimos
2 Lento — ruim
3,4e5 Bons

Fonte: Adaptado BERBER (2009).

2. 4. 3 Andlise das patologias do sémen bovino

A Andlise das patologias espermaticas identifica se ha alteracdo na cabeca,
na peca intermediaria e na cauda do espermatozoide. Para identificar alteracdes na
cabeca € realizado o esfregaco de sémen fresco em lamina corada, o corante
penetra na célula morta, mas, a viva permanece incolor e sédo avaliados 200

espermatozoides (TEIXEIRA, 2009).
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Para avaliar alteracfes na peca intermediaria e na cauda do espermatozoide
€ usado o método de camara 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 espermatozoides a incubacéo,
através da avaliacdo da porcentagem de espermatozoides moveis na dose
inseminante (BORGES-SILVA et al.,, 2015) o que apresenta correlagdo positiva e
altamente significativa com a fertilidade real.

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

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

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

2. 4. 5 Sistema computadorizado de avaliacdo do movimento espermatico

Para avaliacdo espermatica os parametros mais utilizados sdo as
caracteristicas fisicas como o total de espermatozoides na amostra, a motilidade
espermatica progressiva, 0 vigor, o numero de espermatozoides 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 fertiidade do sémen e veem sendo substituidos por outros como o Sistema
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Computadorizado de Avaliagdo do Movimento Espermatico (CASA) e o Citdmetro
(GUERRA NETO et al., 2012).

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

O CASA é programado com uma micrometragem minima e maxima para
identificacdo dos espermatozoides de acordo com a espécie animal. As imagens dos
espermatozoides séo capturadas pelo estroboscopico acoplado ao computador, que
digitaliza as imagens, formando um video do trajeto, obtido pelas marca¢cdes de
pontos onde a cabeca do espermatozoide esta em cada foto e eles séo 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 andlise espermatica realizada pelo CASA séao:

e Motilidade Total (%): é a proporcdo de células mobveis total e
representa a populacao de células em movimento com uma velocidade
minima determinada no setup;

e Motilidade Progressiva (%): é referente a porcentagem de células
movendo-se progressivamente;

e Velocidade de Trajeto (VAP, um/s): é a velocidade média ininterrupta
do trajeto da célula;

e Velocidade Progressiva (VSL, um/s): € a velocidade média percorrida
em linha reta entre os pontos inicial e final do trajeto;

e Velocidade Curvilinear (VCL, ym/s): é a velocidade média de percurso
da célula;

e Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabega (ALH, um): é a largura
meédia da oscilacdo da cabeca conforme a célula se move,;

e Frequéncia de Batimentos (BCF, Hz): é a frequéncia com que a cabeca
do espermatozoide move-se para tras e para frente durante um trajeto

percorrido;
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e Retilinearidade (STR, %): é o valor médio da proporcdo entre
VSL/VAP;

e Linearidade (LIN, %): € o valor médio da proporgéo entre VSL/VCL;

e Velocidade Répida (%).

2. 4.6 Citometria de fluxo

O uso de andlises 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 s&do avaliadas em
microscopio de fluorescéncia ou em Citbmetro de fluxo. Esses corantes
fluorescentes (Quadro 3) sdo sondas usadas na identificacdo de condicbes
subcelulares, possibilitando a identificacdo de alteracdes estruturais ou metabdlicas
no interior da célula (BRAGA et al., 2016).

Quadro 3: Principais estruturas analisadas do espermatozoide e as sondas

fluorescentes utilizadas.

Estrutura analisada Sonda fluorescente

Avaliacdo da morfologia espermatica Rosa bengala

Avaliacdo da integridade da membrana | Eosina e Nigrosina

plasmética

Avaliacao de integridade de acrossoma Trypan blue e Giemsa

Avaliacdo da integridade de DNA Alaranjado de acridine

Teste de capacitacdo espermética Hidroclorito de clortetraciclina (CTC)

Fonte: MARTINS et al., 2016.

A Citometria de Fluxo possibilita a contagem, classificagdo, exame e o
isolamento dos espermatozoides bovinos, que sdo marcados com um corante
fluorescente especifico e movidos individualmente pelo sistema O6ptico do fluxo
laminar para serem contados com maior repetibilidade e precisédo (MAZIERO et al.,
2009).
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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, € possivel medir a
guantidade 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 espermatozoides, avaliando a integridade da membrana plasmatica e
acrossomal, o potencial mitocondrial, a translocacao de fosfolipidios de membrana, o
indice de caspase-ativada, o indice de fragmentacdo de DNA, a integridade do
flagelo, a peroxidacao lipidica, a fosforilizacdo da tirosina e a reagdo acrossomica
(MAZIERO et al., 2009; ARRUDA et al., 2011; BERGSTEIN et al., 2014).

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

Técnicas de associacdo de sondas fluorescentes estdo sendo desenvolvidas
para avaliacdo 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).
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CAPITULO 2- ARTIGO 1

QUALIDADE DO SEMEN BOVINO CRIOPRESERVADO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE ESPERMATICAS

RESUMO

Sabendo que a qualidade do sémen influencia diretamente na fertilidade do touro, o
objetivo do presente experimento foi avaliar a qualidade do sémen bovino
criopreservado em diferentes concentracdes espermaticas. O trabalho foi aprovado
pela CEUA — UEG. O experimento foi realizado no BIOTEC localizado na Fazenda
Escola da UEG Campus Sédo Luis de Montes Belos - GO. Foram utilizados trés
touros da raca Nelore, com idade entre 24 e 36 meses. Foram realizadas duas
coletas de sémen de cada touro, por eletroejaculacdo, com intervalos de 20 dias.
Foram criopreservadas 500 doses de sémen em palhetas de 0,5 mL, nas
concentracdes espermaticas: 10x10° 20x10° 30x10° 40x10° e 50x10°. Foram
realizadas as avaliagcdes de motilidade e vigor, TTR/R, TTR/L, CASA e morfologia
espermatica. O modelo experimental foi o DIC, foram realizados os testes Tukey e
de correlacdo pelo programa estatistico SISVAR a p<0,05. Dentre as concentracdes
espermaticas avaliadas a de 30x10° e 40x10° de espermatozoides por palheta foram
as que apresentaram melhor qualidade espermatica.

Palavras-chave: CASA. Dose inseminante. Espermatozoides. Termorresisténcia.
Viabilidade.

ABSTRACT

Knowing that the quality of the semen directly influences the fertility of the bull, the
objective of the present experiment was to evaluate the quality of bovine semen
cryopreserved in different sperm concentrations. The work was approved by CEUA -
UEG. The experiment was carried out at BIOTEC located at the School Farm UEG
Campus Séo Luis de Montes Belos - GO. Three Nellore bulls, aged between 24 and
36 months, were used. Two semen samples were collected from each bull by
electroejaculation, with intervals of 20 days. 500 doses of semen were cryopreserved
in 0,5 mL vinasse, at sperm concentrations: 10x10° 20x10° 30x10° 40x10° and
50x10°. Motile and vigor evaluations were performed, TTR / R, TTR / L, CASA and
sperm morphology. The experimental model was DIC, Tukey and correlation tests
were performed using the SISVAR statistical program at p<0,05. Among the
spermatic concentrations evaluated, 30x10° and 40x10° spermatozoa per reed were
the ones that presented better spermatic quality.

Key words: CASA. Dose inseminate. Spermatozoa. Thermoresistance. Viability.
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INTRODUCAO

O processo de criopreservacao do sémen bovino € um dos fatores que afetam
adversamente a motilidade dos espermatozoides (ABUD et al.,, 2014; DUARTE
JUNIOR et al., 2015), o que, consequentemente, afeta sua fertilidade (MORRIS et
al., 2012; KAKA et al., 2015; MARINHO et al., 2016), comprometendo a eficiéncia
reprodutiva do touro e a rentabilidade producéo pecuaria (COJKIC et al., 2017).

As taxas de sobrevivéncia espermatica pos-criopreservacao sao baixas para
a maioria das espeécies (MADEIRA et al., 2013). Nos bovinos, cerca da metade de
todos os espermatozoides sdo danificados ou mortos no processo de congelamento,
0 que reduz a eficacia da preservacao de sémen (LEITE et al., 2011; CAMPANHOLI
et al., 2013; SILVA et al., 2013).

A fertilidade é a condicdo essencial para o0 progresso genético e alta
produtividade animal, podendo ser alterada por condicdes que afetem a
libido ou a copula e/ou habilidade dos espermatozoides fecundarem o ovocito
(WEISS et al., 2015).

Para avaliacdo da qualidade do sémen em exames laboratoriais
tradicionalmente s&o realizadas a avaliacdo de concentragdo, motilidade e
morfologia espermatica (CARREIRA et al.,, 2015). A ligacdo entre a qualidade do
sémen e a fertilidade foi objeto de inUmeros estudos que demonstraram que a
avaliacdo da qualidade do sémen deve ser realizada antes (fresca e diluida) e ap6s
o congelamento (diluido), através de um microscépio de fase ou pelo sistema de
andlise computadorizada do movimento espermatico (CASA) (CHACUR et al.,
2012a).

O Sistema CASA é um método amplamente utilizados na espécie bovina
(SILVA et al., 2012; BERGSTEIN et al., 2014). Entretanto, o grande desafio seria
apontar qual das diversas variaveis obtidas pelo CASA teriam uma maior influéncia
sobre o potencial de fertiidade do sémen bovino (ARRUDA et al., 2010;
NASCIMENTO et al., 2015a).

O CASA é um método objetivo e reprodutivel das avaliacdes de motilidade e
morfologia dos espermatozoides (CONTRI et al., 2010; SUNDARARAMAN et al.,
2012; BERGSTEIN et al, 2014), que permite a avaliacdo de diferentes
caracteristicas celulares (AMANN e WABERSKI, 2014), e também fornece a

resposta sobre a reacédo dos espermatozoides a inumeros fatores adversos durante
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0 processamento do sémen, bem como as variagdes individuais no sémen de touros
durante os processos tecnologicos (COJKIC et al., 2017).

Os primeiros a sugerir a existéncia de relacdo entre a quantidade e a
qualidade do sémen foram Salisbury e VanDemark em 1961, onde propuseram que
a fertilidade aumenta com o aumento do numero de espermatozoides viaveis
inseminados a nivel limiar; em 1968 Sullivan e Elliot, relataram que o nUmero minimo
e maximo de espermatozoides moveis necessario para fecundacédo difere entre
touros e para obter altas taxas de prenhez na IA, os touros de baixa fertilidade
precisavam de mais sémen do que os touros de alta fertilidade, devido ha presenca
de espermatozoides anormais; e Pace et al. em 1981, relataram que a fertilidade
aumenta com o aumento do numero de espermatozoides morfologicamente intactos
e moveis (DALTON, 2011).

Sabendo que a manutencdo da qualidade seminal poOs-descongelamento
satisfatoria € estratégica para a disseminacdo de material genético do touro,
acredita-se que a concentracdo espermatica na palheta esta diretamente
relacionada com a qualidade do sémen bovino. Assim, conhecendo que a qualidade
do sémen influencia diretamente na fertilidade do touro, o objetivo do presente
experimento foi avaliar o efeito da concentragcdo espermatica na cinética e
morfologia espermatica do sémen bovino criopreservado em diferentes

concentracfes espermaticas.

METODOLOGIA

O presente trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Goias, sob o processo n® 201700020007719.

O experimento foi realizado no BIOTEC - Centro de Biotecnologia em
Reproducdo Animal localizado na Fazenda Escola da Universidade Estadual de
Goiads Campus Séo Luis de Montes Belos. Foram utilizados trés touros da raca
Nelore, com idade entre 24 e 36 meses, de valor genético comprovado, com
atestado positivo do exame andrologico, em plena atividade sexual e apoés
verificacdo da sanidade animal, mantidos sob as mesmas condi¢cdes de manejo e

alimentacao.
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O esgotamento das reservas espermaticas extragonadais foi realizado uma
semana antes do inicio das coletas para criopreservacdo de sémen. Foram
realizadas duas coletas de sémen de cada touro, por eletroejaculacéao
(eletroejaculador TK 800®, Minitub do Brasil Ltda), com intervalos de 20 dias.

Imediatamente ap0s a coleta eram realizadas as avaliacdes macroscoépicas
(volume, coloracédo, odor, movimento de massa, densidade e pH) e microscopicas
(concentracdo, motilidade, vigor e turbilhonamento) do sémen e s era
criopreservado o sémen gque apresentasse no minimo motilidade 70 % e vigor 3.

Era realizada uma diluicdo inicial de 1: 1 utilizando o diluente comercial
BotuBov® (Botupharma Biotecnologia Animal). O sémen diluido era refrigerado
durante 4 horas a 5°C no balc&o de refrigeracdo TK WorkSémen® (Minitub do Brasil
Ltda). Duas horas apés o inicio do resfriamento era acrescentado o restante do
diluente BotuBov® (Botupharma Biotecnologia Animal) para se obter as diferentes
concentracdes experimentais.

De cada coleta de sémen eram preparadas palhetas de todas as
concentracfes experimentais. O sémen era envasado de forma manual em palhetas
francesas de 0,5 mL e entdo congeladas utilizando a maquina TK 3000® (curva de
congelamento P1S2) e criopreservadas em botijées com Nitrogénio liquido.

Foram processadas no total 500 doses de sémen e para determinar a
concentracdo por dose, foi utilizado o Fotdmetro Accucell® (modelo SDM6, Minitub
do Brasil Ltda) que quantificou as células espermaticas. As doses de sémen
experimental foram divididas em cinco concentracdes espermaticas diferentes:
10x10°, 20x10°, 30x10°, 40x10° e 50x10° de espermatozoides por palheta do mesmo
ejaculado, sendo 100 doses para cada concentracdo espermatica.

Para realizar as avaliacbes de motilidade (%) e vigor pds-descongelamento
foram descongeladas de cada partida 20 palhetas de sémen de cada concentracéo
espermatica em banho Maria a 37°C por 30 segundos, que foram avaliadas na
lamina em microscopio éptico.

De cada partida 20 palhetas de sémen de cada concentragdo espermatica
foram submetidas ao teste de termorresisténcia lento (TTR/L) segundo Vogler et al.
(1991) e 20 palhetas de sémen de cada concentracédo foram submetidas ao teste de
termorresisténcia rapido (TTR/R) segundo Melo Evangelista et al. (2016). No TTR/R,
as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos e foram

mantidas a 37°C durante 30 minutos. No TTR/L, as palhetas foram descongeladas
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em banho-maria a 37°C por 30 segundos e foram mantidas a 37°C durante 3 horas.
Vencidos os respectivos prazos, o sémen foi examinado entre [amina e laminula sob
microscopio Optico para avaliacdo da motilidade espermatica progressiva, estimada
em porcentagem.

Foram descongeladas de cada partida 10 palhetas de sémen de cada
concentracdo espermatica para analise no CASA. O equipamento CASA utilizado foi
o modelo IVOS®, Hamilton Thorne (Beverly, MA, USA) e foi utilizado o setup para
bovinos. As palhetas de sémen foram descongeladas em banho Maria a 372C por 30
segundos e foi retirada uma aliquota 2 pL de cada amostra e colocada em lamina
prépria com oito cAmaras LEJA® (Leja Products B.V., NieuwVennep, Holanda), que
foi transferida ao CASA onde foram selecionados oito campos homogéneos para
avaliacao da cinética e das patologias espermaticas.

Os parametros avaliados pelo CASA foram: a Motilidade e a Progressividade
(expresso em %); as velocidades de trajetdria espermatica (rapida, média, devagar e
estatico - expresso em %); os parametros de deslocamento do espermatozoide -
Velocidade média da trajetéria (VAP, expresso em pum/s); Velocidade linear
progressiva (VSL, expresso em pm/s); Velocidade curvilinea (VCL, expresso em
pm/s); Amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH, expresso em pm);
Frequéncia de batimento flagelar (BCF, expresso em Hz); Retilinearidade (STR,
expresso em %); Linearidade (LIN, expresso em %); Elongacao (%) e Area (um).

Na avaliacdo da morfologia espermética foram observadas e identificados os
espermatozoides: Normal, presenca de Gota proximal, presenca de Gota distal,
Cauda dobrada, Cauda enrolada, DMR (Reflexo Distal em Peca Intermediaria),
Defeitos de cabeca, Defeito de acrossoma, Defeito na peca intermediaria e
Decaptado.

O modelo experimental empregado foi o delineamento inteiramente
casualizado e os dados tabulados em planilhas do aplicativo Excel® do pacote
computacional Microsoft Office® e as andlises estatisticas realizadas pelo programa
estatistico SISVAR, através da analise de variancia a 5% de significancia (p<0,05).

Os testes utilizados foram o teste Tukey e o teste de Correlagao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Comprovadamente o processo de criopreservacdo provoca danos ao DNA
espermético de bovinos (FELIPE-SILVA et al., 2011; RONCOLETTA et al., 2013;
MADEIRA et al., 2013; GURLER et al., 2016; CASTELO BRANCO et al., 2017),
induzidos pelo estresse oxidativo causado por espécies reativas do oxigénio — ROS (
LUZ et al., 2011; DUARTE JUNIOR et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015;
QUEIROZ et al., 2015; MARINHO et al., 2016).

O plasma seminal possui uma capacidade antioxidante natural que varia entre
touros (KARUNAKARAN e DEVANATHAN, 2017), mas se mantém a mesma entre
os ejaculados (GURLER et al., 2015), entretanto a falta de mecanismos funcionais
de reparacdo de DNA torna os espermatozoides mais vulneraveis aos ROS do que
outros tipos de células (FRASER et al., 2011; JOHNSTON et al., 2012).

A qualidade do sémen depende da integridade e funcdo de todas as
estruturas que compdem a célula espermatica, tais como a membrana plasmatica, o
flagelo, as mitocondrias, 0 acrossoma e a cromatina, que geralmente sdo avaliadas
por técnicas separadas, que nem sempre correspondem a capacidade real de
fecundacdo do espermatozoide (ARRUDA et al., 2011; KARUNAKARAN e
DEVANATHAN, 2017; CELEGHINI et al., 2017).

Dentre os atributos necessarios para a fecundacdo a motilidade e a
morfologia espermaticas sdo as caracteristicas mais usadas nas avaliagbes para
estimar a fertilidade do sémen bovino (ZUCCARI et al., 2009; CHACUR et al., 2012b;
LIMA et al.,, 2013; BERGSTEIN et al., 2014). A correlacdo entre a motilidade
espermatica e a fertilidade do sémen € muito variavel, podendo estar entre r = 0,15 e
0,83 na analise subjetiva e entre r = 0,82 a 0,98 na analise computadorizada
(CARVALHO et al., 2009).

Vérios estudos associaram a alta motilidade com a habilidade de fertilizacédo
dos espermatozoides (BERTOL et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2015a), ja que,
espermatozoides com motilidade reduzida, além de estarem comprometidos quanto
a sua capacidade fecundante (LEMMA, 2011), também possuem menor habilidade
para sofrerem capacitacdo, apresentam maior produgdo de radicais livres e
dificuldades de realizar processos chaves na fertilizacdo do ovocito (AITKEN et al.,
2012; EL-SHAHAT et al., 2018).
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A avaliacdo da motilidade espermética do sémen criopreservado no
descongelamento € um parametro usado para determinar a qualidade do sémen de
touros destinados aos programas de IA (CASTELO BRANCO et al., 2017). Os
ejaculados com maior propor¢cédo de espermatozoides de alta motilidade progressiva
sdo considerados mais criorresistentes e possuem maior longevidade a incubacéo
nas avaliagbes no decongelamento (ARRUDA et al., 2010).

A concentracdo espermatica por palheta do sémen criopreservado diferiu
p<0,05 na avaliacdo da motilidade espermatica do sémen no descongelamento, no

TTR/R, no TTRI/L e na progressividade espermética (tabela 1).
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Tabela 1: Avaliacdo da motilidade (%) do sémen bovino em diferentes concentracfes espermaticas.

Avaliacao 10 x10° 20 x10° 30 x10° 40 x10° 50 x10° P Cv%

Sémen fresco 85,84% 85,84 85,84 85,84 85,84 1,0000 5,42
Sémen criopreservado

Descongelamento

%0 ; 54,58¢ 59,58 68,332 65,83% 63,33% 0,0000 8,89
segundos

TTR/R 29,17° 30,83° 52,082 54,582 50,832 0,0000 17,43
TTRIL 11,25° 18,33 23,752 25,832 22,923 0,0000 28.63
Motilidade - CASA 43,252 44,082 49,502 46,832 42 582 0,0898 15,05
Progressividade - CASA 33,42% 32,58 37,91° 33,587 29,83° 0,0283 17,47

Sémen fresco %; Descongelamento (30 segundos) %; TTR/R - Teste de Termorresisténcia Rapido (30 minutos); TTR/L - Teste de Termorresisténcia Lento (3
horas); Motilidade espermatica (CASA) % e Progressividade espermatica (CASA) %.
abe | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey.
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A alta motilidade e vigor espermatica inicial, observados no sémen fresco, ndo
garantem um bom desempenho no processo de criopreservagao, entretanto, permite
gque o sémen de touros com altas quedas da motilidade seja aprovado no poés-
descongelamento (CHACUR et al., 2012b). Propor¢cdes de espermatozoides vivos e
sua resisténcia durante o pos-descongelamento e incubacgdo, sédo significativamente
correlacionados com a incidéncia de um subpopulacdo de espermatozoides nos
ejaculados frescos (COJKIC et al., 2017).

Chenoweth (2005) em seu estudo relatou que a reducdo da fertilidade
ocorrida por falhas dos espermatozoides em atingirem o local da fecundacéo devido
a baixa motilidade espermética, pode ser compensado com o aumento do nimero
de células espermaticas na dose inseminante. O que pode ser observado neste
trabalho, ja que a concentracdo de 30x10° de espermatozoides por palheta obteve
maior motilidade no descongelamento (68,33 %), motilidade total (49,50 %) e
progressividade espermética (37,91 %), apesar de ser a concentracdo apresentou
maior nimero de espermatozoides com cauda dobrada (3,0) e decapitado (3,42). E
a concentracdo de 40x10° de espermatozoides por palheta teve melhor desempenho
no TTR/R (54,58 %) e no TTR/L (25,83 %), mesmo possuindo o maior numero de
espermatozoides com defeito na peca intermediaria (0,67).

Embora os resultados dos testes de laboratério ndo permitam uma avaliacao
precisa do potencial de fertilizacdo da amostra de sémen, estes testes séo
importantes para permitir a eliminacdo de amostras de baixa qualidade, ja que,
espermatozoides com morfologia anormal podem falhar em diferentes etapas de
fertilizacdo, dependendo da natureza da anormalidade e do defeito do
espermatozoide (CARREIRA et al., 2015).

Os parametros de cinética espermatica, como a motilidade total e a
progressividade espermética, possuem grande correlacdo com a fertilidade e com a
viabilidade avaliada nos testes de integridade de membrana (CHACUR et al., 2012b;
KAKA et al.,, 2015), que fornecem informacdes valiosas sobre a integridade
estrutural e atividade bioquimica da membrana, e possuem alta correlagdo com a
viabilidade da célula espermatica (BOSCARATO et al., 2016).

Nas avaliacdes do sémen realizadas neste estudo a p<0,05 foi constatada
uma superioridade da concentracéo de 30x10° de espermatozoides por palheta, que
obteve a maior motilidade total (49,50 %) e progressividade espermatica (37,91 %),

seguida pela concentracdo de 40x10° de espermatozoides por palheta, que obteve a
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maior motilidade total (46,83 %) e progressividade espermatica (33,58 %). Esse
resultado sugere que dentre as concentraces avaliadas, as de 30x10° e 40x10° de
espermatozoides por palheta sdo as que apresentaram melhor qualidade
espermatica.

Santos (2016) estudando touros das ragas Nelore, Angus e Brahman, dividiu
as partidas de sémen em superior e inferior, de acordo com cada caracteristica
espermatica e observou que isso nao refletiu no indice de fertilidade na IATF
(p<0,05). Entretanto, para motilidade espermatica e progressividade foi encontrada
diferencga entre as partidas e no indice de fertilidade (p<0,01), o autor concluiu que
os padrdes de qualidade de partidas de sémen que apresentam fertilidade distinta
podem ser semelhantes nas caracteristicas avaliadas, além disso, que pode haver
diferenca na qualidade espermatica entre as partidas que nao influenciam a
fertilidade.

O teste de termorresisténcia é capaz de avaliar touros e ejaculados com boa
congelabilidade, mas nédo consegue predizer a capacidade fecundante em
programas de IA (MARTINS et al., 2015). Neste trabalho, nas avaliacées do TTR/R a
concentracdo de 40x10° de espermatozoides por palheta teve a maior motilidade
espermética e vigor (54,58 % e 3,00), o que também foi observado no TTR/L (25,83
% e 2,25).

Prado et al. (2012), avaliando sémen de touros da raca Nelore, descreveram
gue apoés a realizacdo do TTR/L, observou-se uma queda gradual da motilidade
esperméatica e do vigor, 0 que sugere que, essa queda possa ser decorrente da
perda de componentes intracelulares ou de lesfes estruturais na cauda dos
espermatozoides no descongelamento. Essa queda gradual da motilidade
espermatica e do vigor foi observada nas avaliacbes do sémen em todas as
concentracdes avaliadas neste trabalho.

A concentracao espermatica do sémen bovino criopreservado diferiu p<0,05,

na avaliacdo da morfologia espermatica (tabela 2).



Tabela 2: Avaliacdo das patologias do sémen bovino criopreservado em diferentes concentracdes espermaticas.
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PATOLOGIA 10 x10° 20 x10° 30 x10° 40 x10° 50 x10° p cv%

NORMAL 82,162 79,33% 75,50° 79,08% 76,50° 0,0040 5,51

PROXIMAL 0,252 0,082 0,172 0,082 0,082 0,6089 234,79
DISTAL 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,0000 0,00

DOBRADA 1,502 2,752 3,002 2,502 2,752 0,4275 82,11
ENROLADA 2,83° 3,41%° 4,66%° 2,42° 5,582 0,0158 58,17
DMR 1,41° 2,25 4,00%° 3,582 4,502 0,0001 52,07
CABECA 3,172 3,002 2,502 2,332 1,582 0,1619 65,71
ACROSSOMA 6,75° 6,752 6,162 6,672 6,752 0,9898 48,93
INTERMEDIARIA 0,672 0,672 0,582 0,672 0,502 0,9874 145,77
DECAPTADO 1,252 1,752 3,422 2,172 1,752 0,0819 92,76

NORMAL: Espermatozoide sem defeito; PROXIMAL: Presenca de gota proximal no espermatozoide; DISTAL: Presenca de gota distal no espermatozoide;
DOBRADA: Espermatozoide com cauda dobrada; ENROLADA: Espermatozoide com cauda enrolada; DMR: Reflexo distal em peca intermediaria; CABECA:
Espermatozoide com defeitos de cabeca; ACROSSOMA: Espermatozoide com defeito de acrossoma; INTERMEDIARIA: Espermatozoide com defeito na
peca intermediaria e DECAPTADO: Espermatozoide com apenas a cabeca.

a,b,c

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey.
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Na avaliacdo da morfologia esperméatica a concentracdo de 10x10°
espermatozoides por palheta apresentou maior nimero de espermatozoides normal
(82,16) e a concentracéo de 50x10° espermatozoides por palheta apresentou maior
namero de espermatozoides com cauda enrolada (5,58) e DMR (4,50), e nenhuma
das concentracdes avaliadas nao apresentaram gota distal (0,0).

Blom em 1972 criou a classificacdo para as alteracdes morfolégicas do
espermatozoide, considerando-os como defeitos maiores e defeitos menores; e
Saacke em 2008 propds uma nova classificacdo, dividindo-os em defeitos
compensaveis ou ndo compensaveis. Nessa nova classificagdo, os espermatozoides
que apresentam defeitos compenséaveis (defeitos de cauda, gotas citoplasmaticas e
defeitos de cabeca), podem ter reduzida a fertilidade devido a reducédo da motilidade
espermatica, incapacitando-os em alcancar o local da fertilizacdo e para os autores
um aumento no numero de espermatozoides funcionalmente competentes poderia
resolver o problema de fertilidade do ejaculado ou até mesmo da partida de sémen
(ARRUDA et al., 2015).

Apesar de ser considerado um defeito compensavel, os espermatozoides com
cabecas deformadas nédo participam da fertilizagdo do ovécito por apresentar baixa
motilidade progressiva e ndo conseguir penetrar a zona pellcida, o que justifica sua
exclusdo. Entretanto, para Dalton (2011), esses espermatozoides aparentemente
anormais desempenham um papel acessorio no processo de fertilizacdo, devido a
melhora da qualidade do sémen por elevar a dosagem de espermatozoides
inseminados.

A morfologia é o aspecto isolado que mais se relaciona com a viabilidade e a
fertilidade (FRENEAU, 2011; CAVALERO et al., 2015), apresentando uma
correlacéo alta coma fertilidade (ARRUDA et al. 2011). A avaliacdo morfolégica dos
espermatozoides é considerada de grande importancia econémica e bioldgica
devido a relagédo desta com a fertilidade (JANUSKAUSKAS et al., 2001).

Chacur et al. (2014), estudando o sémen de touros das racas Nelore e
Simental, observaram que a época seca do ano, modificou o perfil da morfologia
espermatica, reduzindo o numero de espermatozoides com defeitos maiores e
defeitos totais. Também observaram que uma moderada elevacdo da temperatura
testicular nos touros reduziu drasticamente a motilidade progressiva, o nimero de
espermatozoides Vvidveis e aumentou a porcentagem de espermatozoides

morfologicamente anormais.



48

Martins et al. (2015), avaliando touros da raga Nelore, observaram ao analisar
0s aspectos fisicos e morfolégicos do sémen in natura, que os animais testados
apenas diferiram entre si em relacdo aos defeitos espermaticos maiores (p<0,05) e
em relacdo aos aspectos fisicos no pos-descongelamento ndo diferiram entre as
partidas dos diferentes touros.

Tem sido relatado que animais com alta prevaléncia de espermatozoides com
defeitos de acrossoma possuem uma reducéo da fertilidade (EMERICK et al., 2011).
Acredita-se que com o aumento da idade do touro, ocorre também um aumento no
percentual de células espermaticas com membrana intacta apds o processo de
criopreservacédo. Talvez o aumento da competéncia estrutural e funcional associada
a capacidade de criorresisténcia possa estar relacionado ao volume da cabeca do
espermatozoide detectada pela analise morfométrica, uma vez que esse diminui
com o avan¢o da idade e as caracteristicas indicativas de boa congelabilidade
aumentam (MARTI et al., 2011; EMERICK et al., 2011).

A concentracao espermatica por palheta do sémen criopreservado influenciou

p<0,05, nos parametros de deslocamento dos espermatozoides (tabela 3).



Tabela 3: Avaliacdo dos parametros de deslocamento do sémen bovino criopreservado em diferentes concentracdes espermaticas

(média + desvio padréo).

Parametro 10 x10° 20 x10° 30 x10° 40 x10° 50 x10° p cv%
VAP 81,96+26,19°  83,73+29,64° 81,79+27,82%  79,34+29,46*  79,14+30,35° 0,1890 6,54
VSL 70,02+22,72*  70,94+26,71? 70,21+25,76%  67,61+28,03*  67,55+28,92° 0,1308 5,78
VCL 135,43+57,52%  138,35+#59,34%  131,28+54,01* 128,68+54,03* 127,89+54,20°  0,1330 8,59
ALH 5,58+2,972 5,66+2,86% 5,28+2,79% 5,48+2,89° 5,37+2,812 0,3923 9,47
BCF 29,83+10,25°  31,72+11,29°  32,92+12,06°°  32,43+11,91%*  34,07+12,73° 0,0000 5,23
STR 86,75+13,50°  85,75+14,83? 86,67+14,83%  85,25+15,50%°  85,50+15,50° 0,2035 2,22
Linearidade 57,83+16,96%  56,25+17,412 59,00+17,25%  56,25+17,75*  56,50+18,08° 0,0686 4,83
Elongac&o 44,42+10,59°  45,58+11,88%°  4542+12,32%®  46,50+13,24® 45,75+12,57%  0,0122 3,01
Area 6,06+1,75° 6,31+2,08° 6,41+2,42" 6,94+3,012 6,81+3,26% 0,0000 6,11
VAP - Velocidade média da trajetéria (um/s); VSL - Velocidade linear progressiva (um/s); VCL - Velocidade curvilinea (um/s); ALH - Amplitude de

deslocamento lateral da cabeca (um); BCF - Frequéncia de batimento flagelar (Hz); STR - Retilinearidade (%); Linearidade (%); Elongac&o (%) e Area (um).
abe | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey.
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A concentracdo de 40x10° de espermatozoides por palheta obteve maior
Elongacao (46,50+13,24) e Area de deslocamento dos espermatozoides (6,94+3,01);
e a concentracdo de 50x10° de espermatozoides por palheta obteve maior BCF
(34,07+12,73).

Para Chacur et al. (2012b) e Nascimento et al. (2015b), os parametros de
movimentagdo espermatica analisados pelo CASA, estdo relacionados com a taxa
de fecundacdo, devido a grande correlacdo da VCL e da ALH com a taxa de
fecundacdo in vitro de ovocitos. Segundo os autores a ALH é caracterizada por
movimentos espermaticos que resultaram na elevacdo do gasto de energia dos
espermatozoides durante o deslocamento, jA a BCF e a STR resultaram em
movimentos espermaticos progressivos mais rapidos, devido a maior forca
propulsora do espermatozoide e a BCF e a LIN apresentaram correlacdo positiva
com a taxa de prenhez e podem ser usado para fornecer informacdes Uteis para
melhor uso do sémen nas fémeas.

Diversas pesquisas descrevem que a porcentagem elevada de VAP, VSL,
VCL e ALH, como as encontradas neste trabalho, condizem com a hiperativacéo
espermética que é considerada um componente do processo de capacitacdo dos
espermatozoides (PRADO et al., 2012).

A BCF alta e a ALH baixa, encontradas neste trabalho, sédo caracteristicas
gue em conjunto se relacionam com a boa capacidade do espermatozoide em
penetrar o muco cervical da fémea. Além disso, as concentracdes avaliadas tiveram
altos valores STR e LIN, o que denota boa movimentacao retilinea, favorecendo o
transito através do Utero e a fecundacdo (MONTESINOS et al.,, 2015), o que
favorece a fertilizacdo mecéanica durante a etapa da capacitacao espermatica dentro
do trato reprodutivo da fémea.

As velocidades de deslocamento dos espermatozoides diferiram em relagcao

as concentracdes esperméticas avaliadas p<0,05 (tabela 4).



Tabela 4: Avaliacdo das velocidades de deslocamento dos espermatozoides em diferentes concentracdes espermaticas.

Velocidade 10 x10° 20 x10° 30 x10° 40 x10° 50 x10° p cv%
Rapido 38,092 37,672 42 252 38,922 35,002 0,1637 18,05
Médio 5,17° 6,50%° 6,92% 8,502 8,342 0,0005 28,97
Devagar 7,42° 10,75 12,67° 18,842 19,502 0,0000 21,34
Estatico 49,002 45,092 38,00 33,75¢ 36,92 0,0001 20,05

Velocidades: Rapido %; Médio %; Devagar % e Estatico %.
abe | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey.
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As concentracdes de 40x10° e 50x10° de espermatozoides por palheta
tiveram as maiores porcentagens de velocidade de deslocamento médio 8,50 % e
8,35 % respectivamente, também tiveram as maiores porcentagens de velocidade
de deslocamento devagar 19,50 % (50x10° de espermatozoides por palheta) e 18,84
% (40x10° de espermatozoides por palheta); e a concentracdo de 10x10° de
espermatozoides por palheta teve a maior porcentagem de velocidade de
deslocamento estéatico 49,00 %.

Houve correlacdo entre a concentracdo espermatica e o0 numero de

espermatozoides normal, com r = -0,31 (gréfico 1).

Grafico 1. Correlacdo entre a concentracdo espermatica e 0 numero de

espermatozoides normal do sémen bovino criopreservado.
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Concentracbes espermaéticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10°% 30 x 10% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL.
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlacdo a 5%.

Nesse caso, a correlacdo encontrada entre as variaveis foi negativa, ou seja,
a medida que a concentracdo espermatica da palheta aumentou o nuimero de
espermatozoides normal diminuiu.

Em seu trabalho Pesh e Bergmann (2006), consideraram que defeitos
especificos na morfologia estrutural dos espermatozoides estdo diretamente
correlacionados com a sub e infertilidade do macho. Rodriguez-Martinez (2005)

discorrendo sobre a correlagdo entre a morfologia esperméatica e fertilidade,
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observando um grande numero de estudos, afirmou que a correlacdo entre
morfologia espermaética e fertilidade € muito variavel r = 0,06 a 0,86.
Houve correlacdo entre a concentracdo espermatica e o0 numero de

espermatozoides com defeito DMR, r = 0,51 (grafico 2).

Gréfico 2: Correlacdo entre a concentracdo espermdtica e o0 numero de

espermatozoides com defeito de DMR do sémen bovino criopreservado.
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Concentracbes espermaéticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10°% 30 x 10°% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL.

DMR - Reflexo Distal em Peca Intermediaria.

Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlagdo a 5%.

A correlacdo entre a concentracdo espermatica e o0 numero de
espermatozoides com defeito DMR foi positiva, isso significa que a medida que a
concentracdo espermatica por palheta aumentou o numero de espermatozoides com
defeito de DMR também aumentou.

Arruda et al. (2011), em seu trabalho verificaram que a motilidade progressiva
do sémen apresentou uma correlacdo negativa baixa com defeitos menores r = -0,09
a p<0,01, concluindo que a motilidade progressiva pode ser alterada com o aumento
da percentagem de defeitos espermaticos, principalmente de cauda ou peca
intermediaria.

Foi encontrada correlagdo entre a concentragdo espermatica e o numero de

espermatozoides com defeitos de cabecga, com r = -0,32 (grafico 3).
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Gréfico 3: Correlacdo entre a concentracdo espermdtica e 0 numero de

espermatozoides com defeitos de cabeca do sémen bovino criopreservado.
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Concentracbes espermaéticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10°% 30 x 10°% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL.
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlagdo a 5%.

A correlacdo entre a concentracdo espermatica e o0 numero de
espermatozoides com defeitos de cabeca foi negativa, ou seja, a medida que a
concentracdo espermatica da palheta aumentou o niUmero de espermatozoides com
defeitos de cabeca diminuiu.

O que também foi relatado por Freneau et al. (2017), que identificaram uma
correlacdo negativa entre os defeitos espermaticos totais (r = -0,16) e maiores (r = -
0,22) com a taxa de prenhez do rebanho (p<0,01), segundo os autores a morfologia
espermatica foi a caracteristica isolada que teve mais repetibilidade e relacdo com o
nameros de bezerros gerados por touro.

Houve correlacéo entre a concentracdo espermatica e a motilidade do sémen

bovino no descongelamento de 30 segundos, com r = 0,48 (gréfico 4).
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Gréfico 4. Correlagdo entre a concentracdo espermatica e a motilidade no

descongelamento do sémen bovino criopreservado.
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Concentracdes espermaticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10% 30 x 10% 40 x 10° e 50 x 10°

espermatozoides por palheta de 0,5 mL.
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlacdo a 5%.

A correlacdo encontrada entre as variaveis estudadas foi positiva, e explica-se
pelo fato de que o aumento da concentracdo espermatica por palheta fez com que
houvesse um aumento da motilidade espermatica do sémen bovino no
descongelamento.

Estudando touros da raca Nelore, Silveira et al. (2010), expuseram que a
motilidade apresentou correlacdo de média a alta com vigor r = 0,68, corroborando
com o estudo de Dias et al. (2008), que relataram uma correlacdo de r = 0,81 entre a
motilidade e o vigor espermaticos.

Guerra Neto et al. (2012) em seu trabalho, encontraram correlacao
significativa entre os parametros motilidade espermética e vigor de r= 0,41 a
p<0,05), para os autores novos estudos devem ser realizados para verificar a
relacdo entre as caracteristicas qualitativas e quantitativas do sémen com os indices
reprodutivos. No entanto, é importante conhecermos sua influéncia na viabilidade
espermatica de touros mantidos em rebanhos (MARINHO et al., 2016).

Houve correlacdo entre a concentracdo espermatica e a motilidade no TTR/R,

o coeficiente de correlacao foi r = 0,68 (gréafico 5).



56

Gréfico 5: Correlacao entre a concentracao espermética e o TTR/R do sémen bovino

criopreservado.
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Concentracdes espermaticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10% 30 x 10% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL. TTR/R - Teste de termorresiténcia rapido.
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlagdo a 5%.

A correlacd@o entre as variaveis estudadas foi considerada positiva e deve-se
ao fato de que o aumento da concentracdo espermatica por palheta fez com que
houvesse um aumento da motilidade espermatica do sémen bovino no TTR/R.

Encontrou-se correlacdo entre a concentracdo espermatica e a motilidade no

TTRIL, o coeficiente de correlagéo foi r = 0,57 (grafico 6).

Gréfico 6: Correlacdo entre a concentracdo espermatica e o TTR/L do sémen bovino

criopreservado.
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Concentracbes esperméticas avaliadas: 10 x 10% 20 x 10°% 30 x 10% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL. TTR/L — Teste de Termorresisténcia Lento
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlacdo a 5%.
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A correlacdo encontrada entre as variaveis estudadas foi considerada positiva
e deve-se ao fato de que o0 aumento da concentracdo espermética por palheta fez
com gque houvesse um aumento da motilidade espermatica do sémen bovino no
TTRIL.

Na avaliacdo dos parametros de deslocamento dos espermatozoides houve
correlacdo entre a concentracdo espermatica e a BCF, com r = 0,54 (gréafico 7).

Gréfico 7: Correlacdo entre a concentracdo espermética e a BCF do sémen bovino

criopreservado.
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Concentracbes espermaéticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10°% 30 x 10% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL. BCF - Frequéncia de batimento flagelar (Hz).
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlacdo a 5%.

A correlacédo encontrada entre concentracédo espermatica por palheta e a BCF
foi considerada positiva.

A diminuicdo da velocidade de espermatozoide pode ser causada por uma
elevada densidade de extensores, devido a presenca de particulas grandes, e que
podem causar um decréscimo no BCF, que é um valor util para a estimativa de
alteracdes macroscépicas no padrdo de batida flagelar (CHACUR et al., 2012a).

Houve correlagdo entre a concentracdo espermatica e a Area de
deslocamento dos espermatozoides, o coeficiente de correlacdo foi r = 0,58 e a

correlacao foi considerada positiva (grafico 8).
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Gréfico 8: Correlacdo entre a concentracdo espermética do sémen bovino

criopreservado e a Area de deslocamento dos espermatozoides.
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Concentragdes espermaticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10°% 30 x 10% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL. Area de deslocamento dos espermatozoides - um.
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlagdo a 5%.

Houve correlacéo entre a concentracdo espermatica e a velocidade média de
deslocamento dos espermatozoides, o coeficiente de correlacdo foi r = 0,51 (grafico

9), e a correlagcdo encontrada entre as variaveis estudadas foi considerada positiva.

Grafico 9: Correlagcdo entre a concentracdo espermatica do sémen bovino

criopreservado e a velocidade média de deslocamento dos espermatozoides.
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Concentracdes espermaticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10% 30 x 10% 40 x 10° e 50 x 10°

espermatozoides por palheta de 0,5 mL.
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlacdo a 5%.

Houve correlacdo entre a concentracdo espermatica e a velocidade devagar
de deslocamento dos espermatozoides, o coeficiente de correlagdo foi r = 0,79

(gréfico 10) e a correlacdo encontrada foi considerada alta e positiva.
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Gréfico 10: Correlagdo entre a concentracdo espermatica do sémen bovino

criopreservado e a velocidade devagar de deslocamento dos espermatozoides.
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Concentracbes espermaéticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10°% 30 x 10°% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL.
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlacdo a 5%.

Houve correlacdo entre a concentracdo espermatica e a velocidade estatica
de deslocamento dos espermatozoides, o coeficiente de correlacdo foi r = -0,53

(grafico 11) e a correlacdo encontrada foi considerada negativa.

Gréfico 11: Correlacdo entre a concentracdo espermatica do sémen bovino

criopreservado e a velocidade estatica de deslocamento dos espermatozoides.
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Concentracdes espermaticas avaliadas: 10 x 10°% 20 x 10% 30 x 10°% 40 x 10° e 50 x 10°
espermatozoides por palheta de 0,5 mL.
Diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Correlagdo a 5%.
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Nascimento et al. (2015b), evidenciaram o efeito inerente do touro no sémen
e sobre a fertilizac&o in vitro de ovaocitos, diferindo significativamente entre touros da
mesma raca e partidas do mesmo touro, na taxa de fertilizacdo e na taxa de
sobrevivéncia embrionaria (p<0,05), confirmando que o fator touro tem importancia
determinante na capacidade de fertilizacdo e no crescimento dos embribes até o
estagio de blastocisto.

Para Garcia-Alvarez et al. (2014), a falta de explicacdes sobre a diferenca no
potencial de fertilidade da partida de sémen pode ser em funcdo de atributos
esperméticos ndo avaliados. A grande heterogeneidade da populacdo espermatica
do ejaculado justifica as mudancas no potencial de fertiidade das partidas de
sémen, diferindo entre touros e entre ejaculados do mesmo touro. Além disso, no
mesmo ejaculado existem populacées com diferentes estruturas, formas e graus de

funcionalidades.

CONCLUSAO

As concentracbes espermaticas de 30x10° e 40x10° de espermatozoides por
palheta sdo as que apresentaram melhor qualidade espermatica.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

Apés 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 criopreservacdo ocorra de forma eficiente é necessario que a
diluicdo seja realizada de forma correta, o que resultara num sémen de melhor
qualidade e na maior quantidade de doses inseminantes, permitindo a inseminacgao
de maior nimero de fémeas, proporcionando o melhoramento genético e tornando o
processo mais lucrativo.

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

Varios pesquisadores tem buscado determinar quais sao as causas da falha
na fertilidade de partidas de sémen bovino, entretanto, sdo divergentes quanto as
caracteristicas espermaticas séo consideradas isoladamente. Acredita-se que
guanto mais caracteristicas espermaticas sdo avaliadas numa partida de sémen,
maior a acuracia na identificacdo das partidas com possivel reducdo no potencial de
fertilidade. Assim, a aplicagdo de técnicas adicionais para avaliar partidas de sémen,
antes da comercializa¢ao, contribui para melhorar o controle de qualidade e reduz o
impacto sobre a fertilidade e produtividade do rebanho.

No processo da fecundagcdo, para melhor estimar o papel dos
espermatozoides, busca-se avaliar seus varios atributos para obter maior acuracia
na estimagcdo da sua capacidade fecundante. Esses testes laboratoriais tém sido
muito Uteis para excluir dos programas reprodutivos 0s touros considerados com
baixo potencial fecundante, porém, ainda ndo é possivel apontar dentre os férteis
quais sdo os que podem proporcionar maiores taxas de prenhez. Existem hoje,
varias técnicas para avaliacdo dos espermatozoides, que podem ser usadas
separadamente ou em associacdo, principalmente aquelas que possuem alta
correlagdo com a fertilidade in vivo, o que € muito importante nas pesquisas que
avaliam os melhores procedimentos no processamento do sémen bovino, assim, a
variacdo observada entre resultados ocorre devido a aplicacdo da selecéo in vitro
das doses de sémen e de seu desempenho a campo.

Os espermatozoides sdo células complexas e estdo sujeitos a acdo de

multiplos fatores para que possam exercer seu papel natural na reproducdo animal e
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devido a falhas ocorridas nos métodos tradicionais de avaliagdo apresentam
correlagbes baixas entre a qualidade das amostras seminais e os indices de
fertilidade nos programas de IA em bovinos. A combinacéo dos resultados de varios
métodos de avaliagdo seminal tem agregado maior valor aos testes in vitro,
indicando avangos no controle da qualidade das amostras seminais. Porém, essa
avaliacdo dos indices de concepcao observados a campo representa uma barreira
de dificil transposicdo, envolvendo diversos fatores inerentes ao touro e aos
laboratorios de processamento de sémen, necessitando de uma padronizacdo das
técnicas e tecnologias empregadas para conferir objetividade, repetibilidade e
acuracia as avaliagbes do sémen bovino criopreservado.

Sabendo que o processamento do sémen (congelamento e descongelamento)
reduz significativamente a qualidade do sémen em relacdo a quase todas as
caracteristicas de movimento espermatico, o CASA, por fornecer caracteristicas de
movimento estatistico adequadas na velocidade, comportamento da cabeca e
padrdo de natacdo dos espermatozoides permite a avaliacdo objetiva espermatica.
Como as variaveis do CASA séo conhecidas por ser util na previsédo da fertilidade do
sémen, a adocao da técnica CASA poderia ajudar na melhor avaliacdo da qualidade
do sémen congelado para melhorar a fertilidade na IA. Entretanto, ainda sao
necessarias pesquisas adicionais sobre como relacionar as variaveis do CASA com

a fertilidade do sémen bovino.



