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RESUMO

O processo de fertilizagdo ¢ resultante de diversos mecanismos funcionais e estruturais do espermatozoide. Na
andrologia veterinaria, no que se refere a avaliacdo do potencial coeundi e generandi, estdo disponiveis diversos
testes laboratoriais e de imagem que servem como ferramenta de selecao de touros para a reproducdo durante a
estacdo de monta. Estas metodologias auxiliam nos protocolos de criopreservacdo espermatica, na investigagao de
melhores crioprotetores e diluidores para uso in vivo ou in vitro. No entanto, sdo poucos utilizadas na rotina diaria
a campo e restritos aos centros de pesquisa. A presente revisdo de literatura objetiva descrever as metodologias
que estimam o potencial fecundante do s€émen criopreservado do touro.
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ABSTRACT

The fertilization process is the result of several functional and structural mechanisms of the sperm. In veterinary
andrology, with regard to the evaluation of the coeundi and generandi potential, several laboratory and image tests
are available that serve as a tool for selecting bulls for breeding during the breeding season. These methodologies
assist in sperm cryopreservation protocols, in the investigation of better cryoprotectants and extenders for use in
vivo or in vitro. However, they are few used in the daily routine in the field and restricted to research centers. The
present literature review aims to describe the methodologies that estimate the fertile potential of the bulls
cryopreserved semen.
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INTRODUCAO

A predicao da capacidade reprodutiva dos machos nos sistemas de criagdo brasileiro
pode ser avaliada a partir de diversas metodologias aplicaveis ao sémen. Dessa forma, o
prolongamento do periodo tutil do ejaculado consolidou a principal biotécnica reprodutiva
aplicada ao reprodutor, a criopreservacdo. Favorecendo, entdo, o melhoramento genético do
rebanho com resultados exponenciais na pecuaria brasileira.

Na rotina de campo, o exame andrologico baseia-se na mensuracdo da motilidade,
vigor, turbilhonamento, concentracdo e morfologia esperméatica (CBRA, 2013). Varios grupos
de pesquisa vém executando estudos sobre a competéncia espermatica e estabelecer correlagdes
destes testes com as taxas de fertilidade in vivo em diferentes racas (FREITAS-DELL'AQUA
et al., 2009), sendo a inseminacao artificial e a fertilizacdo in vitro os testes que proporcionam
maior sensibilidade do potencial fertilizante do sémen. Entretanto, outras metodologias sao
aplicdveis a mensuragdo ultraestrutural espermatica e exames de imagem contribuem na
emissao do laudo final do touro sob avaliagao.
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A presente revisdo de literatura objetiva descrever as metodologias que estimam o
potencial fecundante do sémen criopreservado do touro.

AVALIACAO CLINICA

Anamnese

A anamnese ¢ o primeiro passo para o médico veterinario poder caracterizar o animal,
por possuir funcdo auxiliar no diagnostico através dos registros associados ao mesmo, seja o
estado sanitario e nutricional, a raga, periodo de acasalamento, patologias e tratamentos
anteriores, abortos, utilizagdo de biotécnicas reprodutivas, indice de natalidade, desmama e
condi¢des edafoclimaticas. O primeiro passo apds a anamnese ¢ a identificacdo do animal por
meio de tatuagens, brincos, registros em associagdes da raca, numero a fogo e outros
(MENEGASSI e BARCELLOS, 2015).

Exame clinico geral

Com o objetivo de avaliar andrologicamente um touro, deve-se obter informacgdes
sobre o estado de saude antes do exame, tais como idade/nascimento, vacinagdo, afec¢des ¢
tratamentos, frequéncias de acasalamentos, bem como outras informacdes pertinentes
(MENEGASSI e BARCELOS, 2015). No exame fisico podem ser observadas alteragdes nos
membros e cascos as quais podem diminuir a frequéncia de coberturas e taxas de concepgao,
lesdes prepuciais, penianas e testiculares, tornando o animal subfértil.

Exame clinico especifico

No exame dos componentes do sistema genital, a inspecao e palpacao da bolsa escrotal
revelam ocorréncias de lesdes, hérnias, ectoparasitas, dermatites, aumento da sensibilidade e
mobilidade (VALE FILHO, 1997).

Na avaliacdo dos testiculos, a consisténcia reflete a funcionalidade ou efeitos
patolégicos do parénquima testicular. Numa escala de pontos proposta pelo CBRA (2013) que
varia de 1 a 5, o diagnostico de tensdo superficial e elasticidade corroboram numa
espermatogénese normal (VALE FILHO, 1997; GARCIA, 2017). A mensuragao testicular
possui relagdo com a fertilidade e precocidade, segundo SILVA ef al. (2002) a circunferéncia
escrotal € o parametro mais aproveitado para elei¢ao de reprodutores, devido a facilidade na
mensuracao e a afinidade com os pardmetros espermaticos notados. A avaliacao do epididimo,
através da palpacdo e métodos de imagem, pode identificar hipoplasias, aplasias, inflamagdes
e consisténcia, associadas ou ndo as afecgoes testiculares (CBRA, 2013).

Em relacdo ao pénis, qualquer lesdo no pénis pode dificultar a capacidade de monta,
por isso no exame verifica-se o tamanho, mobilidade, mucosa, secregdes e presenga de
anormalidades (HAFEZ e HAFEZ, 2004). O pénis ¢ avaliado por meio da inspecao e palpagao,
onde o melhor momento para se observar as patologias penianas ¢ durante o exame de libido
(MENEGASSI e BARCELOS, 2015), recomenda-se examinar o pénis apos a erecao com o
eletroejaculador durante a colheita de sémen (CBRA, 2013).

O prepucio deve ser avaliado quanto ao seu tamanho, forma, integridade do dstio,
presenca de parafimose, fimose e postite, além da andalise ambiental, visto que pastagens mal
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manejadas contendo plantas invasoras e sujidades podem ocasionar abscessos, principalmente
animais que possuem o prepucio penduloso e que vivem em manejo extensivo (RABELO e
SILVA, 2011).

A ultrassonografia € uma técnica ndo invasiva que permite o exame do trato reprodutor
dos machos sem risco a integridade testicular e glandulas anexas. Através desse método ¢
possivel visualizar o parénquima testicular e correlacionar sua ecogenicidade com a producao
espermatica (MENEGASSI e BARCELOS, 2015; SOUSA et al., 2020).

Animais pré-puberes apresentam baixa ecogenicidade testicular, ocorrendo um
aumento durante a maturagdo sexual, coincidindo com a puberdade (CHANDOLIA et al.,
1997). Embora ocorra esta transi¢do no parénquima sob avalia¢do ultrassonografica, para
BRITO et al. (2004) o perimetro escrotal ainda ¢ o melhor indicador de precocidade
apresentando correlacdo positiva em relagdo a ecogenicidade (CARDILLI et al, 2013;
PASTORE et al., 2015).

O estudo das alteracdes reprodutivas através da ultrassonografia em touros pode
oferecer aos profissionais de campo uma valiosa ferramenta de auxilio diagnostico. Varias
patologias podem ser diagnosticadas, como orquite, mineralizagao, abscessos, epididimite,
varicocele, entre outros. A presenga de pequenos focos hiperecoicos no parénquima testicular
pode ser resultado de areas de calcificacdo, fibrose ou degeneragdo dos tibulos seminiferos
(MENEGASSI e BARCELOS, 2015).

Em casos de orquite, as caracteristicas ultrassonograficas variam conforme o estadio
da afeccdo. Quando a fase aguda esta presente observa-se um aumento testicular no corte
transversal, com ecotextura heterogénea, padrao hipoecoico difuso devido ao edema tecidual
(BALARO et al., 2019), presenca ou nao de fluidos entre a tunica e o testiculo.

No US, a degeneracao testicular ocasiona perda da integridade e arquitetura testicular
e sequencialmente uma diminui¢do no tamanho do 6rgdo. Forma-se um padrdo heterogéneo
hiperecoico com o transcorrer da doenga, percebendo pontos hiperecoicos de mineraliza¢ao
(BALARO et al., 2019).

A hipoplasia testicular parcial ou total, uni ou bilateral possui carater congénito, sob
ultrassonografia, o testiculo hipoplésico ¢ identificado como atrofico, hipoecoico e de
ecotextura homogénea a heterogénea (Vital ef al., 2007).

A imagem ultrassonografica tem contribuido no diagndstico precoce de enfermidades
das glandulas sexuais acessorias quando empregada de forma complementar, melhorando a
acuracia de selecao de touros com melhor eficiéncia reprodutiva.

A termografia por infravermelho, outra técnica de grande importancia no julgamento
de reprodutores, tem por principio a energia eletromagnética irradiada pelos corpos (TAN et
al., 2009). E um método ndo invasivo, indolor e ndo emite radiagdo ionizante, é utilizado na
andrologia animal com acurdcia para avaliar estresse térmico frente aos padrdes da temperatura
escrotal que podem definir um animal como apto ou inapto ao papel de reprodutor. Em
homeostase, a temperatura escrotal de um touro apresenta-se 4 a 6°C mais baixa que a
temperatura abdominal. Escrotos com alguma alteracio no sistema termorregulador
demonstram uma coloragdo assimétrica com pontos dispersos de temperatura quente ou fria ou
coloracdo homogénea constituindo em pequenos gradientes de temperatura (MENEGASSI e
BARCELLOS, 2015).
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O teste de libido ¢ uma técnica que deve utilizado para a avaliagdo do comportamento
sexual dos touros, bem como da habilidade fisica do animal, também chamada de capacidade
de monta, um fator de extrema importancia na selecdo de reprodutores de ragas zebuinas
(PINEDA et al., 1997) e ragas europeias (CHENOWETH, 1981).

AVALIACAO SEMINAL

Métodos de coleta de sémen

Para a coleta de sémen, trés métodos sdo aplicaveis em bovinos: vagina artificial, do
eletroejaculador e a massagem das glandulas sexuais acessorias.

O uso da vagina artificial constitui o método preferencial para a coleta, simulando as
condi¢gdes durante a monta natural com obtengdo de amostras seminais mais fidedignas. No
entanto, preconiza-se o treinamento prévio dos touros para que ndo o tornem refratirios a
técnica (CHENOWETH et al., 1994; MENEGASSI e BARCELOS, 2015).

Na eletroejaculacdo, a partir dos estimulos elétricos para obtengao do ejaculado, o
macho deveréd expor o pénis, ter erecdo e ejacular (HAFEZ e HAFEZ, 2004). No entanto, a
principal desvantagem do uso de eletroejaculador refere-se a reacdo do touro, sob estimulo
elétrico respondendo com intensa contragdo muscular, vocalizagdo e desconforto evidente
(MENEGASSI e BARCELOS, 2015).

Por via retal, a massagem das glandulas sexuais acessorias vem sendo aplicadas em
touros mantidos sob criagdo extensiva. De acordo com MENEGASSI e BARCELOS (2015), a
amostra nao ¢ eleita para criopreservacao, pois ha diluicdo excessiva com plasma, contaminagdo
por urina e redugao da libido (PALMER et al., 2005).

Independentemente do método de coleta executado, o sémen coletado deve ser levado
imediatamente para o laboratério e imerso em banho-maria, para que se proceda a sua avaliacao
seguindo critérios estabelecidos pelo CBRA (2013).

Avalia¢cdo macroscopica do sémen

Vérios parametros de avaliagdo macroscopica sao utilizados no sentido de predizer a
real fertilidade do reprodutor, dentre eles destaca-se o volume, aspecto, cor, odor ¢ pH do
sémen.

Volume seminal: deve ser apreciado imediatamente apos a coleta, apresentando variagdo entre
1-14mL. A técnica da vagina artificial obtém volumes préximos a monta natural em relagdo
aos demais métodos, porém pode oscilar em fun¢do da espécie, descanso sexual e a libido
(MORANI et al,, 2018).

Aspecto: a classificacdo do aspecto baseia-se na cor e aparéncia do sémen, podendo ser
esbranquicada, branca, marfim ou amarelada e cremosa, leitosa, opalescente, serosa ou aquosa,
respectivamente. Esta avaliacdo reflete diretamente na concentragdo espermatica e presenga de
anormalidades, como pus, urina, sangue, plasma seminal e demais sujidades. O aspecto seminal
estd diretamente ligada a concentracdo espermatica e poderd se apresentar com aparéncia,
leitosa, cremosa, serosa ou aquosa (CBRA, 2013).
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Cor: o sémen pode apresentar coloragdes diferentes, caracteristicas de cada espécie ou devido
a altera¢des como, presenca de sangue, pus, urina, células epiteliais, sujidades e etc., podendo
apresentar-se com coloragdo branca, acinzentada, marfim ou amarelo citrino (CBRA, 2013).

Odor: deve ser sui generis, porém pode ser indicativo também de contaminantes, como urina
e germes determinantes de putrefagao.

pH: a determinacdo do pH ndo ¢ comum durante o exame androldgico, mas fornece
informagdes importantes a partir de alteragdes no pH normal do sémen que ¢ proximo da
neutralidade. Valores tendendo a acidez indicam processos infecciosos, enquanto a tendéncia a
alcalinidade indica presenca de urina na amostra (MORANI ez al., 2018).

Avalia¢do microscépica do sémen

Microscopicamente, os parametros seminais a serem avaliados, sdo bem mais precisos
quanto a eficiéncia no julgamento do sémen e, naturalmente, do reprodutor. Sao eles:
turbilhonamanto, motilidade (total e individual progressivo), vigor, concentragdo ¢ morfologia
espermatica.

Turbilhonamento: também chamado movimento em massa, o turbilhonamento ¢ avaliado
com objetiva de 10x a 20x e classificagdo desse movimento (1 a 5) ¢ resultante da combinagao
da motilidade, vigor e concentragdo espermatica. Esta avaliacdo somente ¢ valida para s€émen
de ruminantes, podendo o sémen ser afetada por fatores extrinsecos, como o método de coleta
e a temperatura no momento da mesma, sendo que a melhor visualizagao da-se a partir da borda
da gota seminal sobre a lamina de microscopia (CBRA, 2013).

Motilidade: a motilidade ¢ classificada pela porcentagem de espermatozoides moveis no
campo microscopico, esta avaliagdo consiste em um dos critérios mais populares usados na
rotina de campo. A visualiza¢do correta se d& a partir de uma gota de s€émen sobre lamina e
coberta por laminula previamente aquecidas e mantidas a 37°C (MENEGASSI e BARCELOS,
2015).

Vigor: ¢ denominado como o movimento progressivo espermatico, consiste na velocidade que
0s gametas atravessam o campo Optico do microscopio. E classificado subjetivamente de 0 a 5,
sendo 0 a auséncia de movimento progressivo e 5 representando um movimento vigoroso. E
uma avaliagdo complementar a motilidade e representam, juntas, indicadores quantitativos e
qualitativos do s€émen (MORANI et al., 2018).

Concentracio: dentre as andlises mediatas do sémen, avalia-se a concentragdo espermatica
pela determinacdo de células por unidade de volume, em mm?. A concentragio pode ser
determinada através de trés métodos: espectrofotometria, espermiodensimetria e contagem em
camara de Neubauer, sendo este ultimo método o mais utilizado em condigdes de campo
(CBRA, 2013). Quando o objetivo for criopreservacao, ¢ indispensavel a quantificagao para
determinagao do niumero de doses a partir do ejaculado.

Morfologia: apresenta melhor correlacdo com a fertilidade, ja em altas frequéncias de defeitos
espermaticos apresentam menor fertilidade em decorréncias de anormalidades na fase de
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maturagdo e na integridade do epitélio seminifero (ARRUDA et al., 2015) e sdo usados para
desqualificar determinado macho para uso como reprodutor.

De acordo com o CBRA (2013), os defeitos podem ser classificados em defeitos
maiores € menores visualizados sob microscopia Optica, contraste de fase ou contraste de fase
diferencial (DIC), a partir de esfregagos corados ou laminas em preparagdo umida, estas
técnicas precisam ser mencionadas no laudo androlégico (ARRUDA et al., 2011).

Criopreservaciao do sémen

Desde a primeira referéncia sobre criopreservacao das células espermaticas bovinas
(POLGE, 1949), muitas pesquisas tém sido realizadas para determinar taxas de resfriamento,
taxas de congelacdo, métodos de adi¢do do crioprotetores e diluentes, sempre motivadas pelo
anseio de determinar a técnica mais apropriada para a preservacao das células espermaticas de
cada uma das espécies estudadas.

Esta biotécnica serve como banco de reserva genética de animais geneticamente
valorizados, proporciona intercambio genético e seleciona touros quanto a fertilidade (SILVA
et al., 2011) gerando grande impacto na bovinocultura, conforme dados da ASBIA (2019), os
quais registram que em 2018 foram comercializados 15,4 milhdes de doses de sémen.

Durante o processo de criopreservagdo, ocorre uma diminuicdo na viabilidade
espermatica devido a vdarias alteragdes estruturais e bioquimicas (YOSHIDA, 2000), e,
consequentemente, redu¢ao do nimero e qualidade dos espermatozoides (WATSON, 2000).

No sémen ainda sdo observados efeitos deletérios sobre o potencial de fertilizagcao em
decorréncia do processo de criopreservacao. De acordo com CELEGHINI et al. (2008) ha um
decréscimo em, aproximadamente, 50% da motilidade espermatica e quando analisada a
integridade da membrana plasmatica, esta queda pode ser mais acentuada (>60%).

Diluentes utilizados para preservacdo seminal devem conter ingredientes bésicos e
aditivos que possibilitam a protecdo dos espermatozoides, tais como substratos energéticos,
tampdes e componentes contra danos criogénicos, permitindo a sobrevivéncia dessas células
durante a diluicdo, o resfriamento e a criopreservacdo, além de uma melhor qualidade
espermatica apds a descongelacao.

Todas as células possuem mecanismos de oxidacao-reducdo, também chamado de
reacoes redox, tais reacdes sao essenciais para diversos processos bioquimicos da célula, tais
como metabolismo energético, sinalizacdo e defesa celular (BUETTNER, 1993).
Antioxidantes, sdo substancias que mesmo em pequenas concentragdes em relacdo ao substrato
oxidavel, tem capacidade de proteger as células de danos oxidativos (HALLIWELL, 1991).

O papel principal de um antioxidante é permitir que os compostos oxidativos exercam
suas fungdes fisioldgicas normais ao mesmo tempo que impede danos irreparaveis as células e
modificagao da estrutura e fungao celular, visto que a nivel de sémen quaisquer fatores externos
alteram a homeostase do microambiente espermatico (WATSON, 2000).

Segundo o CBRA (2013), caracteristicas minimas deverdo ser respeitadas ao uso do
sémen fresco, refrigerado e congelado, a andlise da estrutura e fungdo espermadticas sao
importantes visto que algumas partidas apresentam resultados satisfatorios na triagem, mas
quando usadas in vivo mostram uma redu¢ao do potencial de fertilizagdo (CELEGHINI et al.,
2017).
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Avaliacdo do sémen pos-criopreservacio

Apos a finalizagdo do processo de criopreservacao, o sémen precisa ser descongelado
para avaliacdes espermaticas (motilidade, vigor, morfometria, termorresisténcia, etc) como
controle de qualidade da partida, possibilitando a comparagdo dos aspectos microscopicos
obtidos, com os valores determinados no momento da coleta, referenciados no item avaliacao
microscopica do sémen, na pré-criopreservacao. De acordo com a CBRA (2013), o sémen deve
ser descongelado durante 30 segundos a 37 °C.

Motilidade e vigor: a motilidade e vigor espermatico devem ser avaliados imediatamente apds
a descongelacdo, utilizando ldmina e laminula previamente aquecidas, em microscopia
convencional.

Morfologia espermatica: pode-se realizar o esfregaco convencional para colora¢ao podendo
ser analisado posteriormente, ou o preparo da cdmara umida para ser avaliada de imediato, sob
microscopia de contraste de fase.

Teste de termorresisténcia (TTR): trata-se de outra técnica que possibilita a verificagdo da
resisténcia espermatica, sob incubagao, através da motilidade do sémen fresco ou descongelado,
representando correlagdo positiva com a fertilidade. Sao aplicaveis o TTR rapido e TTR lento,
a 37 °C durante 5 horas e a 45 °C durante 30 minutos, respectivamente (BORGES-SILVA et
al., 2015).

Teste Hiposmdtico: avalia a integridade da membrana plasmatica a partir da incubagao dos
espermatozoides numa solugdo hiposmotica, ocorrendo influxo de agua até que seja atingido o
equilibrio osmético. Em decorréncia deste processo, a membrana se expande e provoca
enrolamento da cauda, porém, se estiver danificada, esta reacdo ndo ocorrerd (JEYDENDRAN
et al., 1984).

Morfometria: a morfometria espermatica também pode ser mensurada por sistema
computadorizado, como o ASMA (Automated Sperm Morphometry Analyses), através de
laminas coradas. As avaliacdes da cabega espermatica sdo avaliadas pelo Metrix, ambas
aplicaveis em ruminantes (ARRUDA et al., 2011).

Cinética espermatica: o sistema Computer Assisted Sperm Analyses (CASA) ¢ um tipo de
microscopia Otica de contraste de fase, capaz de identificar os distintos movimentos
expressados pelas células espermaticas. Por esse sistema ¢ possivel obter informagdes mais
precisas do movimento de cada célula (AMANN e KARTZ, 2004), comparativamente as
obtidas pela avaliagdo convencional.

A analise convencional, feita em microscopia optica através da observacdo de uma
gota seminal colocada sob laminula, limita-se a analisar o percentual de espermatozoides
moveis. J& através da analise espermatica assistida por computador (CASA) € possivel avaliar
qualitativamente a cinética espermatica (MORANI et al., 2018) sob diferentes aspectos. Dentre
os moveis, o software permite caracterizar a cinética nas em diferentes varaveis, como por
exemplo: velocidade curvilinea (VCL), velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear
progressiva (VSL), retilinearidade (STR) e linearidade (LIN). Estas variagdes da cinética
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geradas pelo CASA demonstram correlacdo satisfatoria com a fertilidade do touro (FARREL
et al., 1996).

Sondas fluorescentes: as técnicas associadas a sondas fluorescentes, por sua caracteristica de
marcar estruturas especificas das células e de detectar integridade estrutural ou funcionalidade
de forma clara (CELEGHINI, 2005), estimam com boa precisao o real potencial espermatico.

A membrana espermatica ¢ uma estrutura especializada que exerce fungao primordial
na fecundacdo, cuja integridade ¢ essencial a viabilidade seminal (MORANI et al., 2018).

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, vérias sondas sao utilizadas
por mostrarem afinidade ao DNA, o diacetato de 6-carboxifluoresceina (DIC) ¢ um corante
muito utilizado que tem a propriedade de penetrar na membrana plasmatica. Enzimas presentes
no citoplasma espermatico convertem a moléculas de DIC em fluoresceina a qual emite uma
cor verde. A conversao do DIC em fluoresceina ocorre se a membrana plasmatica da célula
estiver integra, pois a membrana plasmatica lesada ndo possibilita permeabilidade a este
corante.

O iodeto de propidio (IP) tem afinidade com receptores localizados no DNA. Trata-se
de um corante impenetravel a membrana plasmatica, porém quando esta apresenta alguma
falha, a molécula de IP consegue penetrar na célula e se ligar ao DNA, emitindo uma
fluorescéncia vermelha (ARRUDA et al., 2011; BERGSTEIN et al, 2014).

Com o objetivo de avaliar a integridade do acrossoma, SILVA e GADELLA (2006)
revisaram essa tematica e destacaram que as lectinas podem ser utilizadas, uma vez que sao
capazes de ligar-se a carboidratos existentes nas glicoproteinas da membrana acrossomal.
Substancias geralmente derivadas da ervilha da espécie Pisum sativum (PSA) e do amendoim
da espécie Arachis hypogaea (PNA), assim como a Concanavalina A (ConA), uma lectina D-
glucose/D-manose extraida de sementes da forrageira Canavalia ensiformis, sdo associadas a
fluoroforos, para permitir sua visualiza¢do ao microscopio de imunofluorescéncia, sendo mais
utilizado o Isocianato de Fluoresceina (FITC).

O potencial mitocondrial tem uma forte correlagdo com o potencial energético da
célula e com a motilidade (TSAKMAKIDIS et al., 2010), correlacionando-se com a fertilidade.
A utilizacao de sondas fluorescentes na predigao do potencial mitocondrial ¢ considerada uma
técnica viavel de avaliagao do s€men.

GARNER et al. (1997) testaram a agao dos fluor6foros Rodamina 123 (R123), JC-1 ¢
MitoTracker™ (MITO) para avaliar a fun¢do mitocondrial da célula espermatica de bovinos e
identificaram que a sonda JC-1 foi eficaz na classificagdo do potencial da membrana
mitocondrial.

Ainda que espermatozoides afetados por danos no DNA possam ser denominados
normais nos testes de motilidade e integridade de membrana, podem levar a falhas no
desenvolvimento embrionario (VARNER et al., 2008; TSAKMAKIDIS et al., 2010).

Sondas fluorescentes tém sido aprimoradas com essa finalidade, como, por exemplo,
a utilizacao da técnica COMET (Cometa), que apesar de ser uma técnica simples, rapida e de
baixo custo tem a capacidade de detectar e avaliar lesdes pré-mutagénicas (ERDTMANN,
2003), através da lise de membranas celulares seguida de uma inducdo da migragdo
eletroforética do DNA, liberando a matriz em agarose, adquirindo entdo, quando vista ao
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microscopio, a forma aparente de um cometa com cabega, regido nuclear, e cauda, a qual
contém os fragmentos ou fitas de DNA que migram na direcdo do anodo (BRIANEZI et al.,
2009).

A técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling assay) atua na adi¢do de nucleotideos modificados ¢ marcados com moléculas
fluorescentes as fitas simples ou duplas fragmentadas, a partir da adi¢do da enzima TdT
(terminal deoxynucleotidil transferase) (ALVES et al., 2015). O TUNEL identifica as células
em morte celular, esta fungdo ¢ imprescindivel na avaliagdo do sémen, correlacionando
negativamente com a fertilidade (WALTERS et al., 2004). A avaliagdo do DNA espermatico,
quando comparado a outras técnicas, mostra-se superior a técnica do laranja de acridina na
detecgdo de fragmentacdo de DNA de espermatozoides de touros (MARTINS et al., 2005).

A técnica laranja de acridina pode ser utilizada sob microscopia de fluorescéncia e
citometria de fluxo. Se o DNA espermatico apresentar fragmentagao, a sonda liga-se aos grupos
fosfatos das fitas simples e emite a fluorescéncia vermelha, quando ha integridade do DNA, a
laranja de acridina se intercala entre os acidos nucleicos e emite a fluorescéncia verde (TEJADA
et al., 1984).

Testes de fertilidade

Objetivando efetivamente garantir a fertilidade dos reprodutores, os espermatozoides
devem ser avaliados, pela fertilizacdo in vitro (FIV) e/ou pela técnica de inseminagdo artificial
em tempo fixo (IATF), esta ultima sendo mais desvantajosa devido ao periodo final de
avaliacdo (MENEGASSI e BARCELOS, 2015). Cabe ressaltar também as distintas técnicas
que possibilitam utilizar o s€émen sexado, direcionando os nascimentos no rebanho de forma a
atender as necessidades de acordo com a cadeia produtiva.

O ndo cumprimento dos critérios para s€émen criopreservado poderd alterar a taxa de
concepg¢do de todo um lote, assim como prejuizo financeiro na aquisicdo de hormoénios para
IATF, TETF e no processo de criopreserva¢ao seminal.

CONCLUSOES

A célula espermatica possui complexos mecanismos para que se ocorra a fertilizagao,
avaliagoes tradicionais durante o exame androldgico geralmente ndo sao eficazes na predigao
no papel de reprodutor do macho. A aplicabilidade dos testes que avaliam as estruturas
espermaticas permite andlises mais fidedignas garantindo qualidade seminal superior. No
entanto, mais investigagdes devem ser realizadas para que haja uma padroniza¢do buscando
alta correlacdo com a fertilidade em touros de alto valor zootécnico.
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